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RESUMEN

Con el objetivo de determinar el grado de ocupacion idnica del canal de sodio modificado
por batracotoxina (BTX) y de entender el mecanismo la accion de esta toxina sobre el canal de
sodio, se estudiaron, en un amplio intervalo de concentraciones de sodio, las propiedades de
conducclén iénica y las caracteristicas cinéticas de! canal de Na* modificado por BTX del mitisculo
esquelético de rana. Para hacer este estudio, se fusionaron a bicapas de lipidos vesiculas de
membranas de tlibulos transversales de musculo de la rana chilena Caudiververa caudiververa
obtenidas en presencia y en ausencia de inhibidores de proteasas.

Los estudios dsl sistema de conduccion iénica dsl canal de sodio modificado por BTX
muestran que:

I.- En presencia de NaCl 200 mM en ambos lados de la bicapa los canales provenientes de
la preparacionses hechas en presencia y en ausencia de inhibidores de proteasas muestran una
conductancia predominante de 16,6 (gama,) y 11.4 pS (gama,), respectivamente. Ambas
conductancias son estados conformacionales del canal, ya que, ambos estados de conductancia
se observan en los canales provenientes de ambas preparaciones. En el intervalo de
concentraciones comprendido entre 0,4-3000 mM la razén gean'naﬁl‘c]ama2 es constante y es =1,5,

i
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ii.- A concentraciones de Na* mayores que 10 mM, las relaciones corriente-voltaje tlenen la
misma forma, tanto & potenciales positivos como a Jos negativos, en cambio, a concentraciones
menores que 10 mM estas relaciones son lineales a& potenclales negativos y sublineales a
potenciales positivos,

fil.- Para los dos estados de conductancia, las relaciones de conductancia vs. [Na*] no
pueden ser ajustadas con una simple isoterma de Langmuir. Para explicar los datos fue necesario
usar un modelo de conduccién con dos sitios de unién y tres barreras de energla que permite
ocupacién doble, ademas, el modelo incorpora el efecto de la presencla de carga superficial
negativa en las bocas del canal que modifica tanto el perfil de energfa del sistema de conduccion,
como la concentracién de Na* en las bocas del canal,

iv.- Para ambas conductancias, la densidad de cargas de superficle que afectan la
conduccién idnica es mayor en el lado externo que en el lado interno. A la luz del modelo de
barreras propuesto, las difersncias entre gama, y gama,, pusden ser explicadas suponiendo sblo
una diferencia de =0,4 kT en la altura de las barreras de energia.

v.- Se hicisron experimentos para buscar apoyo adjclonal alas hipttesis de la presencia de
carga superiicial negativa en la boca del canal y de ocupacién multiple. A baja concentracién de
sodio, a menos que se lncorpbre el efecto de cargas supeificlales negativas en la via de
conduccién del canal, 8l bloqueo por Cs*, Ba** y Mg*™* no puede ssr descrito por una isoterma
simple de inhibicién. Por otra parte, una demostracion de que el canal de sodio modificado por BTX
permite ocupacién miiltiple se obtuvo en soluciones compuestas de mezclas de NaCl y LiCl a
fuerza i6nica constante. Cuando la relacién [Na™]:[Li*]=0,18:0,82, ia conductancia del canal es
andmalamente baja; ella es menor que en cada una de las sales por ssparado.

El estudio de Ias caracteristicas cingticas del canal de sodio modificado por BTX muestra
que:

vi.- Las distribuciones de tiempos de permanencia en los estados abierto y cerrado indican

que el canal tiene dos estados ablertos y tres estados cerrados.




vil.- La cinética del canal es afectada por cambios en la concentracién de Na*, Este efecto
se observa como un desplazamiento de +50 mV en la curva de activaclén cuande la
concentracién de Nat es lievada desde 0,2 hasta 3,0 M. Las distribuciones de tiempos de
permansencia en sl estado ablerto y cerrado se desplazan en el eje del voltaje en la misma
magnitud que la curva de activacion, Estos resultados pueden ser explicados suponiendo que la
densidad de cargas de superficie que afectan la cinética es mayor en el lado externo que en &l lado
interno.

vill.- Existe correlacién inversa entre eventos ablertos y cerrados adyacentes. El grado de
correlacién es més pronunclado a medida que el potencial aplicade es mas negativo, Ademas, el
grado de correlacion inversa entre evantes adyacentes encontrade en los canales provenientes de
ambas preparaciones (gama, y gama,) puede ser explicado adecuadaments con un mismo
esquema cinético ciclico.

ix.- A la luz del esquema cinético propuesto para el canal modificado, los efecto de la BTX
sobre la cinética del canal de sodio se pueden interpretar como, 1.- la creacién de un nuevo estado
conductor y 2.- |a estabilizacion de la conformacién abierta del canal,

De los resultados obtenidos en esta tesis se concluye que el canal de sodio modificado por
BTX es un canal que permite ocupacién multipls, confirmando observaciones obtenidas en e canal
de sodio no modificado del axén gigante de calamar (Begenisisch y Cahalan, 1980a). A bajas
concentraciones d;a sodio, la conductancia es modulada por cargas negativas presentes en las
bocas del canal. Ademas, el canal presenta por lo menos cinco estados cinéticos diferentss, dos
estados abiertos y tres cerrados. El comportamiento cinético del canal puede ser descrito con un
esquema clclico y es afectado por la presencia de cargas nebattvas en las superficies interna y

externa, siendo mayor la densidad de cargas en la superficie externa,
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ABSTRACT

In order to elucidate whether or not the BTX-modified sodium channel is a multi-ion channel,
and to understand the mechanism of action of the toxin on this channel, ion conduction properties
and kinetic characteristics of BTX-modified channels from frog skeletal muscle were studied in &
wide range of sodium concentrations. This studies were performed using transverse tubule
membrane preparations from the chilean frog Caudiververa caudiververa, The membrane vesicles
were fused to planar lipld bilayers. Membrane fractions were obtained in the presence and in the
absence of protease inhibitors.

The studies on ionic conduction showed that:

i- With 200 mM NaCl bathing both sides of the membrane, channels obtained from
preparations made in the presence and in the absence of protease inhibitor show predominantly
conductance states of 16,6 (gama,) and 11,4 pS (gama,), respectively. Both conductance states
are seen in channels from both preparations and appear to be conformational states of the channel.
The ratlo gama,/gama, is constant and =1,5 In the range 0,4-3000 mM of Na* concentration.

il.- At Na* concentrations greater than 10 mM, current-voltage relations are approximately

linear In the range of potentials studied, but at Na™ concentrations lass than 10 mM current-voltage
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relations are sublinear at positive potentials.

.- gama, and gama, conductance vs. [Na*] relations can ‘not be fitted with a single
Langmulr isotherm. Data can be well explained with a three barriers-two sites mode! which allows
double occupation. Also, the mode! Includes the sffects of negative surface charge at the channel
entrances. These charges moediy the energy profile of the conduction system, the local Na*t
concentration and explain the larger valuss of channel conductance at low ionic strength.

iv.- For both conductance states, the surface charge density affecting lonic conduction is
greater at the external side of the channel than at the internal side. The differences in conductance
betwsen gama, and gama,, can be well explained assuming a difference of ~0.4 KT in the heights of
the energy barriers.

v.- Additional evidence for surface charge effect on conductance and for multi-ion
occupancy presence at low Na* concentrations, Cs*, Ba*™ and Mg** blocking effects were well
fited only when surface charge effects were included in a inhibition isotherm. In addition, a
demonstration that the BTX-modified sodium channel is a muiti-ion channel was found in mixed
solutions of NaCl and LiCl at constant lonic strength. When [Na*]:[LI+]=0.1B:D.82. single channel
conductance is anomalous lower than found in symmetrical solutions of equivalent concentrations
of either monovalent cation,

The studies of the kinetic characteristics of the BTX-modified sodium channel showed the
following results:

vi.- Dwell open and close time analysis shows two open and three closed states.

vii.- Kinetic behavior of the channel is affected by changes in the sedium concentration. This
effect is seen as a +50 mV displacement of the activation curve when Na™ Is Increased from 0.2 to
3.0 M, Both open and closed dwell times-voltage relations are equally displaced. These results can
be explained assuming that the gating machinery senses the effect of a larger negative charge
density from the external side than from the internal.

vill.- Adjacent open and closed durations are inversely correlated. The degree of correlation

xxiil




is higher as the voltage Is made more negative. in addition, the degree of inverse correlation found
in channels from both preparation (gama, y gama,) can be described with the same cyclic kinstic
scheme,

Ix.- Under the proposad cyclic kinetic schems, the effects of BTX on the sodium channel
kinetics can be interpreted as 1.- creation of 2 new conductive state and 2.- an stabllizing action on
the open state of the channel.

in this thesis It is concluded that the BTX-modifled channel is a multi-ion channel. This
observation confirms previous results obtained in the non-modified sodium channels from squid
glant axon (Begenisch and Cahalan, 1980a). At low sodlum concentrations, single channel
conductance Is modulated by negative fixed charges located at the channel entrances. in addition,
the BTX-modifled sodium channel shows al Ieast five kinetic states; two open and thres closed. The
Kinetic behavior of this channel can be described by a cyclic kinetic scheme which Includes the
effact of negative surface charges located at the external and internal surfaces. The external surface

charge density is higher than in the internal side.
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1.- INTRODUCCION

El axén gigante de calamar en respuesta a un estimulo umbral genera un potencial de
accién. Este consiste en una despolarizacidn rapida desde el potencial de reposo (-60 mV
intracelular) hasta un valor cercano al potencial de equilibric del Nat (entre 30 y 60 mV). Esta
despolarizacién es seguida de una repolarizacién mas lenta hasta un valor cercano al potencial de
equilibrio del K* (entre -70 y -80 mV). Este proceso tiene una duracién menor que 4 ms a
temperatura amblente y el mecanismo por el cual se genera esté descrito en los trabajos que
Hodgkin y Huxley publicaron en 1852, Tal mecanismo consiste de una secuencia de cambios de
permeabilidad de la membrana dependientes dei voltaje y del tiempo: primero se produce un
aumento de la permeabilidad al sodio que permite una corriente de entrada de Na* que
despolariza la fibra. La fase repolarizante posterior es producida por la disminucion de la
permeabilidad al Na* y un aumento de la permeabilidad al potasio que permite una corriente de
salida de K*.

Las estructuras responsables de los cambios de permeabifidad para los iones Na* y K* en
el axolema son entidades discretas lamados canales i6nicos (0 poros) cuya apertura y cierre es
regulada por la diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana. En la dltima década,
gracias al desarrollo ds nuevas técnicas electrofisioldgicas se ha obtenido un gran caudal de
informacion sobre los canales idnicos. Con las técnicas de *patch clamp® e incorporacion de

canales a bicapas de lipidos (Sackmann y Neher, 1983; Miller, 1986; Latorre, 1986} ha sido posible
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estudiar estos canales I6nicos en forma individual. La técnica de *patch clamp* consiste en aislar
sléctricamente un 4rea pequefa de membrana (menor que 1 pma) y registrar la corriente que pasa
a través de ella. Con esta técnica ha sido posible registrar la corrlents unitaria de canales de sodio
(Sigworth y Neher, 1880; Horny cols., 1981}, En respuesta a un pulso despolarizante los canales
se activan en el intervalo de voltaje entre -50 y -10 mV mostrando periodos cortos en que se abren

y se cierran répidamente para lusgo pasar al estado inactivado.

1.1 Los canales [6nicos son proteinas.

La naturaleza proteica de los canales i6nicos fue demosirada indirectamente en 1863 por
Rojas y Luxoro. Ellos observaron que la respuesta excitatoria del axén era eliminada
completamente al cabo de algunos minutos después de una microlnyeccion de tripsina. Méas tarde
Armstrong y cols. en 1973 encontraron que la inactivacién de las corrientes de sodio es eliminada
cuando el axén es perfundido con pronasa.

La farmacologia del canal de sodio es muy rica y variada, Existe gran cantidad de toxinas
especfificas para este canal, entre ellas podemos destacar a la tetrodotoxina (TTX) y a la saxitoxina
(STX) que inhiben las corrientes de sodio, y a la batracotoxina (BTX) que impide la inactivacién de
las corrientes de sodio (Hille, 1984; Khodorov, 1985). Gracias al uso de toxinas como TTXy STX
marcadas radioactivamente ha sido posibie purificar los canales de sodio del érgano eléctrico de la
anguila, del sarcolema de misculo esquelético de rata y de sinaptosomas de cersbro de rata
(Agnew y cols, 1978; Barchi y cols., 1980; Hartshone y Catterall, 1981). El canal de sodio es una
proteina de 230 a 300 kD que se encuentra altamenta glicosilada (Miller y cols., 1983). En efscto,
experimentos de expresién de mRNA del canal de sodio en electrocitos de angulia incubados en

’presencia de metionina-[>°S] indican que 24 horas después de la sintesis, la proteina-canal ha
camblado su peso molecular de 200 a 290 kD (Thornhill y Levinson, 1887). Este 30% de incremento
en la masa aparente es debida a la incorporacion de carbohidratos a la proteina (Levinsony cols,,
1990),

Actualmente se conoce la secuencia de nucledtidos de los cDNA de los canales de sodio
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de la electroplaca de anguila, del cerebroy miisculo esquelético de rata (Noda y cols., 1984; Numa
y Noda, 1986; Kayanoyy cols., 1988; Trimmer y cals., 1989); al compararias, se encuenira una gran
homologfa de bases entre elos y con las secuencias de otros canales activados por voltaje, como
el canal de calclo de misculo esquelético (Tanabe y cols,, 1987) y la la de los canales de potasio
de misculo de Drosophila (Tempel y cols., 1987; Catterall, 1988),

El anlisis del indice hidrofébico de los aminacécidos permite proponer qué segmenitos de
la proteina cruzan la membrana y qué regiones estan expuestas al medio intracelular o extracelular.
De esta manera se ha propuesto que el canal de potasio de Drosophila expone hacia el lado
citoplasmético dos grandes dominios que contienen I0s extremos amino y carboxilo terminales.
Entre ambos dominlos existe una regién que contiene una alta proporcién de aminoacidos
hidrofébicos y que estarfa compuesta de ssis segmentos (S1 a S6) que cruzan la membrana. Estos
segmentos son los que participan en la formacion del canal. En esta descripcion el canal es un
oligémero que se forma por a aposicién de cuatro unidades idénticas.

Las secuenclas de aminoacidos deducidas para los canales de sodio y de calcio muestran
que ia regién que forma el canal, es decir, la regién compuesta de los segmentos S1 a S6 esta
repetida cuatro veces en la secuencia, por esta razén, se propone que los canales de sodio y de
calcio estan formados por monomeros.

Lo més notable en estas descripciones es que el segmento S4 de todos los canales
muestra cuatro a sels aminoacidos cargados positivamente (lisinas o argininas). Estos aminoacidos
se disponen, en la cadena peptidica, separados regularmente cada dos residuos hidrofébicos.
Sobre la base de esta observacion, Noda y cols. {1984), propusieron que en los segmentos S4 del
canal de sodio se encuentran las estructuras responsables de que la cinética de apertura y clerre
del canal sea dependiente del voltaje. En sfecto, Stimers y cols. (1988), observaron qus los
canales de sodio sometidos a mutaciones puntuales que sustituyen algunos de los residuos
cargados positivamente por amino4cidos neutros en el segmento S4 tienen una dependencia del
potencial menor que la que muestran los canales nativos. Dada la gran similitud en la secuencia de

aminoacidos de! segmento S4 en todos los canales activados por voltaje estudiados, es posible
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proponer que en toda esta familia de canales, el segmento S4 forma parte importante de Ia
estructura responsable de la clnética de apertura y clere. Méas aun, estos resultades parmiten
proponer un modelo estructural comiin para todos los canales activados por e potenclal eléctrico

(Catterall, 1988).

1.2 Conducelén y cinética de los canales dnlcos.

Las propiedades que identlfican furicionalmente a un tipo de canal son su selectividad,
conductancia unitaria y cinética. Estas propledades reflejan caracteristicas estructurales de siios.
En el caso del canal de sodio el alto grado de glicosilacién debe reflejarse en términes funcionales,
por lo tanito, es esperable que algunas o todas las propledades antes mencionadas sean afectadas
por la alta concentracién de acido slalico en la superficie del canal (Thomnhill y Levinson, 1987,
Levinson y cols., 1990), es decir, la conduccidn idnica, ia selectividad y la cinética debieran ser

afectadas por el potencial de superficie originado por la aita densidad de cargas negativas.

1.2.1 Conducclén l6nlca.

Al abrirse un canal, el fiujo de iones a través de él se produce a favor del gradiente
electroquimico. S la conduccién ibnica a través de un canal fuera como por uUn POro acuoso en
que los iones se muevan tan libremente como en el resto de la solucién, se esperaria que el flujo de
iones en un sentido sea independiente del flujo en sentido contrario. Por otra parte el flujo medido
debiera ser proporcional al potencial eléctrico presente & través de la membrana y a la
concentracién de la especle transportada (Goldman, 1943). Otra de las predicciones de este
modelo es que la razén de permeabilidades entre dos especies iénicas debe ser lgual alarazén de
conductancias, puesto qus la permeabilidad depende de la facilidad con que los lones ocupan el
canal (Hille, 1975a).

En 1955, Hodgkin y Keynes observaron que el flujo de salida de “2K* en el axén gigante
es reducido al aumentar la concentracion externa de potasio, esto sugirid que, contrarfamente a lo

predicho para un poro acuoso, los flujos de entrada y de salida no son independientes. Mas atn,
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ol grado de alejamiento de lo predicho para flujos Independlentes pueds ser explicado s el poro es
ocupado simultdneamente por 2 0 3 iones K* que se mueven enfila india.

Por otra parte, la conductancia tanto de los canales de sodio como de los de potasio
muestra saturacién con la concentracién ibnica (Hille, 1975; Begenisichy Cahalan, 1980b; Latorre y
Milter, 1983). Esto indica que los lones deben unirse a un sitio dentro ds! canal en su translto desde
un lado a otro de la membrana. Ademas, la corrients es inhibida por jones gue no pasan a través
del canal, como es el caso de los protones en los canales de sodio y el tetraetilamonio (TEA) y Cs*t
en los canales de potasio (Woodhull, 1873; Armstrong, 1975; Coronado y Miller, 1878). En estos
casos la intensidad del efecto Inhibitorio depende del potenclal aplicado. Esto indica que el ion
impermeante se une a un sitio dentro de la via de conduccién del canal pero que no pasa a través
de &!. Estos resuftados son incompatibles con un modslo de poro acuoso, pues, en este ttitimo, el

i6n gue ocupa el poro debe ser transportado.

1.2.1.1 Modelos de barreras de energla

Imaginemos que durante su paso a través del cana), un ion se une a uno o méas sitios enla
via de conduccién. Estos sitios representan estados més o menos establss, es decir, minimos o
pozos de energla. Para entrar o salir de un pozo, el ién debe saltar una barrera de energia. De
manera que para describir el mecanismo de transporie a través del canal, podemos decir que €l
jon va saltando de pozo en pozos de energia hasta que cruza el canal y, ademas, la rapidez con
que pasa desde un pozo a ofro decrece exponencialmente con la altura de la barrera que debe
saltar. Para el caso del canal de sodio, la formalizacién de este tipo de descripcion fue elaborada
por Hille (19752). Este modelo se basa en la teorfa de velocidades absolutas de reaccion
(Glasstone y cols. 1941). Varios autores han extendido este tratamiento a varios sitios y ocupacién
multiple para describir el transporte I6nico a través de varior tipos de canales ionicos (Hess y
Tsien., 1984; Alvarez y cols., 1991; ver revisién en Hille, 1975b, 1884). La seccién 2.5.1.2.1. contiene
una descripcién de la teorfa de conduccién con modelos de barreras da energfa. |

Con modelos de barreras y ocupacién por un solo lon es posible dar cuenta de la
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saturacién de los canales, del bloqueo y de las relaciones corriente-voltale (por ejemplo Hille,

1975a; Correay cols., 1890; Coronadoy cols., 1980; Cecchiy cols., 1981).

1.2.1.2 Ocupacién multiple en canales iénicos.

Sl la distancia a través de la cual se produce el proceso de conducclon ionica es muy
corta, debido a la repulsién slectrostética, una vez ocupado alguno de los sitios, la ocupacion de
un segundo sitio se hace improbable, es dscir, una vez ocupado el canal por un lon, los valores de
energla de los pozos y picos para un segundo ion crecen. As|, la fraccién de iones que tienen
energla suficlents como para entrar en la via de conduccién es menor. Sin embargo, si la via de
conduccién es suficientemente larga, o a alias concentraciones del cation transportado, la
probabllidad de que dos o més sitios estén ocupados simultineamente aumenta. Mas an, a altas
concentraciones del catién, puede que la rapidez con que los iones entran & la via de conduccion
sea mayor que la rapidez con que los iocnes son transportados a través del canal; entonces, se
produce una disminucidn de la corrents, pues los iones no pusden saltar a sitios ya ocupados
(Villarroel, 1988). Por esta razon, es necesario incorporar otra condicidn al modslo de barreras; esta
condicién es que los lones viajan en fila india (Hodgkin y Keynes, 1955).

En muchos canales iénicos se han obtenido resultados que no pueden ser explicados con
modelos de barreras que solo permiten un ion. Estos resultados se han tomado como prueba de
ocupacién miltiple. Por ejemplo, Villarroel {1989) observo en el canal de potasio activado por calcio
que la curva de conductancia vs. [Rb¥] después de alcanzar un méximo a 2 M comienza a
decrecer a concentraciones mayores. En el rectificador tardio (Hagiwara y cols., 1977), en el canal
de calcio tipo L del corazdn (Hess y Tslen, 19B4) y el canal de potasio activado por calcio
(Eisenman y cols., 1986) se ha observado que en mezclas de dos iones la conductancia del canal
es menor que para cada ion por separado. En un modelo que permite un solo jon, {a conductancia
del canal en una mezcla de dos jones debiera tener un valor intermedio entre los valores de
conductancia de cada una de las dos especies idnicas (Hille, 1984). Ademés, fendmenos como el

bloqueo por lones Cs* en el canal de potasio activado por calcio en que la distancia eléctrica de
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biogueo {8) es mayor que 1 {Cecchiy cols., 1987, ver seccidn 2.5.1.2.1), tampoco pueden ser
explicados con un modelo de barreras que acepte un solo lon & la vez. Todos estos resultados han

sido explicados con modelos de barreras que permiten ocupacién muitiple.

1.2.1.3 Potencial de superficie en canales iénicos

Si en Ia superficie del canal existen cargas negativas fijas gque generan un potencial
superiicial, entonces, 1a concentracién de cationes en las bocas del canal es mayor que en el seno
de la solucién. Debido a la acumulacién de cationes la conductancia de un canal cargado
negativamente es mayor que la de un canal equivalente pero no cargado. Suponiendo que los
cationes en solucién siguen una distribucién de Boltzmann (McLaughlin, 1988, Alvarsez y cols,,
1991, Latorre y cols., 1991), es posible calcular su concentracién local en las bocas del canal y, por
lo tanto, medir el sfecto de las cargas sobre el sistema de conduccién de un canal, Puesto que los
cationes encubren las cargas de superficie, a altas concentraciones {5nicas la diferencia entre la
concentracién local y del seno de la solucién tiende a cero.

La existencia de cargas negativas fijas en la superficie que afecten la conduccién idnica ha
sido demostrada en &l canal de potasio activado por calcio del misculo esquelético de rata
(Moczydlowskl y cols, 1985; MacKinnon y cols., 1989). En este canal se observo que el
trimetiloxonio (esterificador de grupos carboxilos) reduce fa conductancia unitaria del canal, La
reduccién de conductancia en canales tratados con trimetiloxonio es mas notoria a
concentraciones bajas de potasio como deberia esperarse debido al fenémenc de encubrimiento

de las cargas de superficie a concentraciones altas de sales.

1.2.2 Clnética
1.2.2.1 Descripei6n Clésica

La corriente que pasa a través del axolema durante el potencial de accion es la suma de
todas las corrientes iénicas mas la corrientes capacitiva (Hodgkin y Huxley, 1952):

F= gy, + i+ 1+ Cp dV/dt, (1.1)
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en que ., i son las corrlentes de sodio y potasio respectivaments, }, es la corriente inespecifica
de fuga y depende del estado de la membrana y C,, dv/dt es la corriente capacitiva. Para
determinar la participacién de cada componente de la corriente, es converiiente fijar una variable.
Hodgkin y Huxley (1952) fijaron el potencial. En respuesta a un pulso de potencial despolarizante,
la conductancia al sodio aumenta transitoriaments, indicando que la fraccion de canales de sodio
que se encuentran en estado conductor 8s dependiente del voltaje y del tismpo. Asi, la corrlente de
sodio estara dada por:
la =N Fo(V.h) g, (V- Vyah (1.2)
en que N es &l numero de canales de sodio funcionales presentes en la membrana, Fo(V,t) es la
fraccién de esos canales en estado conductor, g, es la conductancia decadacanaly (V-V)esla
fuerza electromotriz que mueve a los fones sodio a través del canal. En este modelo, la fraccion de
canales de sodio en estado conductor esta determinada por dos procesos cinéticos diferentes: la
activacion (m, o apertura) y la inactivacién (h). Seguin el modslio de Hodgkin y Huxley estos
procesos son independientes. Ademés, dado que la stapa temprana de la curva de corriente de
sodio vs. tiempo en respuesta a un pulso despolarizante poses una forma sigmoldea y decae de
manera exponencial cuando el pulso es interrumpido tempranaments, esta curva puede ser
descrita suponiendo que la conductancia al sodio es proporcional a la tercera potencia del proceso
de primer orden m. En términos fisicos esto se puede interpretar suponiendo que el canal de sodio
se abre s6lo cuando tres partfculas cargadas Iguales se han desplazado hacla una determinada
posicién dentro del campo eléctrico, de la misma manera, cuando cualquiera de ellas abandona
esa posicion, el canal se cierra. Si m representa la fraccién de particulas en el extremo activo (por
ejemplo en el lado interno del canal}, entonces, 1-m es la fraccidn en el extremo opussto (externo).
Este equilibrio est4 representado en el esquema 1.3.
1-m ===2== m, (1.3)

m
en que «_ es la constante cinética de desplazamiento de la particula desde el lado externo al

interno, B, es la constante cinética para el desplazamiento en sentido contrario. Si las particulas
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son cargadas negativamente, entonces, « aumenta y ﬁm decrece cuando la membrana es
despolarizada. De la misrna manera es posible escribir un esquema cinético para la fraccién de
particulas h que se encuentra en el estado activo:

1-h ===l== h (1.4)

By
enque =, y B, son las constantes cinéticas del movimlento de la particula h hacia el lado activo y
desde el lado activo repectivamente. Puesto que la despolarizacion Inactiva los canales, es decir la
dependencia del potencial de la fraccién de particulas h en el estado activo es inversa a la
dependencia del potencial de las particula m, entonces, en la interpretacién fisica anterior, la
particula h esté cargada positivamente,
Entonces, la conductancia al sodlo de la membrana de! axén queda desciita por la

siguente ecuacion.

Ia = Ona M 0 (VV,), (1.5)
en que g, corresponde a la conductancia méxima al ion sodio. En términos cinéticos, la

descripclén de Hodgkin y-Huxley se hace equivalente al sigusnte esquema:

Bl (1.6)

m m m
enque A’ y Al corresponden a los estados abierto y ablerto- inactivado respectivamente, C3, C2y

C1 representan los estados cinéticos con D, 1y 2 particulas en el extremo activo, CI3, Cl2 y Ci
representan los estados cinéticos con 0, 1y 2 particulas en el extremo activo pero en el estado
inactivado. Ei tnico estado conductor es A”. La constante cinética de paso entre C3y C2 es tres
veces mayor que entre C1y A pues en el primer caso con cualquiera ds las tres particulas que
cambie de posicién se abandona el estado C3, en cambio, en el segundo caso solo existe una
particula que atin se puedse desplazar hacia el estado active. Este mismo principio se aplica para

las otras ramas del esquema cinético.
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1.2.2.2 Los procesos de apertura y de inactivacién de los canales de sodio estdn acoplados.

Una de las predicciones hechas por Hodgkin y Huxley al proponer su modelo de las
particulas cargadas, es que en respuesta a un pulso en forma de escalon de voltaje, estas
particulas, al reordenarse en el campo gléctrico, produciran una corriente eléctrica transitoria. En
1974, Armstrong y Bezanilia, por una parte, y Keynes y Rojas (1974), por otra, trabajando con &l
axén glgante de calamar bafiado con una concentracién baja de Na®, encontraron que en
respuesta a un escalén despolarizante, se produce una corriente no idnica que preceds a la
corriente de sodio. El decaimiento de esta corriente coincide con el curso temporai def aumento de
la conductancia al sodio, indicando que todo el desplazamiento de cargas es previo a la apertura
del canal (como predice el modelo de Hodgklny Huxley).

En el axén gigante, los prepulsos despolarizantes de distinta duracién, Inactivan
reversiblemente la corriente de sodio, la fraccién de corriente remanente depends fueriemente de
la duracién del prepulso condicionante. Asl, con prepulsos muy breves, la amplitud de la corriente
no es afectada, en cambio, prepulsos de farga duracién inactivan completamente la corriente de
sodio {Hodgkin y Huxley, 1952). El curso temporal con que la corriente de sodio es inactivada es
mas répido con despolarizaciones mayores. Usando el protocolo de pulsos descrito anteriormente,
Armstrong v Bezanilla (1877) encontraron que los prepulsos despolarizantes reducen una fraccién
de la carga no i6nica desplazada de la misma manera que reducen las corrisntes de sodio, a esta
fraccién se le flamd carga inmovilizada, El curso temporal de la inmovilizacién de carga se
superpone compistamente con la cinética de inactivacion de ia corriente de sodio. De estos
resultados Armstrong y Bezanilla propusieron que la inactivacion no es independiente dsl proceso
de apertura, pues, en el modelo d'e las particulas cargadas estas debieran moverse
independientemente si los canales estan o no inactivados, Mas aun, a partir de estos resultados y
los de remocién de Ia inactivacién con pronasa (Armstrong y cols,, 1973; ver seccién 1.1),
Armstrong y Bezanilia (1977) propusleron que la particula h de inactivacion era un grupo de la
protefna cargado positivamente y expuesto al axoplasma (de tal manera que puede se atacado por

enzimas proteoliticas). Este grupo protéico, es mévil (*A ball in a chain®, aqui le lamaremos 'grupo




Introduccion 11

movil’). Asl cuando el canal se abre, éste expone un sitio cargado negativaments hacia el lado
interno. Cuando el 'grupo mévil' se une al sitio expuesto, se produce un blogueo de la conduccion
I6nica que da lugar ala inactivacién, En consecuencia, en este modslo, el canal debe abrirse antes

de ser inactivado.

1.3 Antecedentes especificos de este trabalo.
1.3.1 El cana! de sodio puede ser ocupado por mas de union a la vez,

Meves y Chandier (1965), trabajando en el axén de calamar, descubrisron que en el canal
de sodio la razén ds permsabllidades P /P, aumenta al bajar la concentracién intracelular de K.
Un resultado similar se obtuvo al bajar las concentraclones de Na®y NH“+ en canal de sodio dsl
axén de calamar (Begenisich y Cahalan, 1980a). Estos resultados pueden ser explicados sdlo sl el
canal permite ser ocupado por més de un ion simultaneamente. Aunqus el sistema de conduccién
del canal puede alojar mas de un ién a la vez, el exponente de la razon de fiujos de 2Nat os
cercano a uno, lo que indica que a concentraciones fisiolégicas de sodio la probabllidad de

ocupacién maltiple es baja (Begenisich y Busath, 1981).

1.3.2 La BTX modifica funclonalmente a los canales de sodlo.

Las fibras de musculo esquelético tratadas con BTX se despolarizan graduaimente hasta
llegar a un valor cercano a 0 mV. Esta despolarizacidn es evitada si la fibra se incuba
simultédneamente con TTX. Por otra parte, los experimentos de potencial controlado musstran que
en presencia de BTX las corrientes de sodio no se inactivan (Alburquerque, 1972). De estas
observaciones, se concluy6 que una fraccién importante de los canales de sodio tratados-con BTX
estéan abiertos al potenclal de reposo y que en ellos no se produce el proceso de inactivacién.

Los registros de canales individuales en células de neuroblastoma y en axdén gigante
muestran que la conductancia de los canales modificados por BTX es un 50% de la conductancia
de los canales no modificados (= 1 pA; Quandt y Narahashi.,, 1982; Correa y cols., 1990}, Por otra

parte la duracion promedio del estado abierto del canal es un orden de magnitud mas largo que en
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el canal no medificado.

Estos efectos de la BTX sobre las propledades cinéticas del canal de sodio han permitido
estudiar canales de Na* de diversos origenes en bicapas artificiales de lipidos (Krueger y cols.,
1983; Moczydlowsky y cols., 1984a; 1984b; Greeny cols., 1987a; Behrens y cols,, 1989}, pues, en
este sistema experimental la resolucién temporal es insuficiente para registrar canales con una

cinética y conductancia como la del canal Na™ no tratado con toxinas.

1.3.3. Conduccién Iénica en el canal de sodio modificado por BTX.

A pesar de que el canal de sodio es un canal que puede aceptar més de union alavez
(Begenisich y Cahalan, 1980a), los estudios de la conductancia del canal modificado por BTX en
funcién de la concentracién de sodio han side explicados suponiendo que !a via de conduccion del
canal permite s6lo un jon & la vez (Moczydlowsky y cols., 1984; French y cols., 1986b; Green y
cols., 1987a; Behwrens y cols., 1989).

Para dar cuenta do esta discrepancia, es necesario considerar que el intervalo de
concentraciones en que los autores han hecho esos estudios no ha sido suficientemente amplio,
Moczydiowsky y cols. (1984 a y b) y Behwens y cols. {1989) no hicleron e estudio a
concentraciones sobre los 500 mM de Na*, en el que la probabllidad de estar doblemente
ocupado comienza a ser significativa. Por otra parte, Green y cols. (1987a) no trabajaron a
concentraciones menores que 20 mM de Na* en que, dadas las caracteristicas del sistema de
conduccién dei canal, es posible discriminar entre modslos de conduccién con ocupacion muiltiple
y modelos con ocupacién sencillay carga superficial (ver discucion, seccién 4.1).

Otra explicacién para la discrepancia consiste en que el canal modificado por BTX tenga
un sistema de conduccién I6nica cualitativamente distinto que el canal no modificado, Sin
embargo, Correa y cols.,, (1990), en un estudic comparativo de los canales modificado y no
modificado por BTX, encontraron que la relacién de conductancia vs. [Na¥] para ambos canales
exhibe saturacidn, y la razén entre las dos conductancias se mantiene relativamente constante en

ol intervalo 15-1000 mM. Estos resultados sugleren que los cambios en el sistema de conduccién
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inducidos por la aplicacién de BTX residen fundamentalmente en camblos en la amplitud de las
barreras de energla del sistema de conduccion (ver discusion, seccion 4.3). Por otra parte, la
selectividad I6nica, determinada a partir de mediciones de los potenclales de inversién, se
encuentra modificada (Hille, 1984). Sin embargo, dado que el canal puede alojar & mas de un lon
simultaneamente, las permeabilidades que se obtengan para distintos cationes dependen de las
concentraclones iénicas usadas y del lado del canal en el que se ponga el cation de prusba
(intracelular o extracelularmente; Garber, 1988).

Para aclarar la discrepancia, es necesario hacer las mediciones de conductancia en un
intervalo amplio de concentraciones de sodlo, y ademas, encontrar una condicién experimental en
la que sea posible demostrar la ocupacién miltiple del canal modificado por BTX {ver seccién
1.2.1.2).

En el estudio comparativo entre canales modificados y no modificados por BTX de Correay
cols. {1990), se observé que, a concentracionas bajas de sodio, la conductancia de los.canales es
mayor que la esperada para un sistema de barreras de energia con ocupacién simple. Los autores,
propusieron que en la cercanfa de las bocas del canal existen cargas negativas fijas qus
concentran cationes a la entrada de €I, asi, ia concentracién local de lones sodio s mayor que en
el seno de la solucién. Sin embargo, de estos experimentos, no es posible determinar si estas
cargas fijas estén en la superficle del canal o de los lipidos presentes en la membrana del axon.
Para responder esta clase de preguntas es necesario estudiar el canal incorporado a una
membrana de lipidos neutros, es decir, en un sistema artificial con lipidos de una constitucion
conocida. Por otra parte, la forma de la relacion de conductancia vs. [Na*], también puede ser
explicada si el sistema de conduccién de ambos canales puede alojar mas de un ion
simultaneamente.

El alto grado de glicosilacién del canal de sodio implica suponer que en su superficie
existen cargas negativas fijas. Sin embargo, en el canal de sodio, el efecto de las cargas de
superficie sobre la conducclén iénica no esta tan bien documentada como en el caso del canal de

potasio activado por calcio (ver secclén 1.2.1.3). Asl, en el canal de sodio de cerebro de perro
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incorporado a bicapas de {[pidos en presencia de BTX se observé que el tetramstiloxonio (TMO);
que metila grupos carboxilos, reduce ia conductancia unitaria en un 37% (Worley y cols., 1988), sin
embargo, estos resultados también pueden ser explicados suponiendo que el TMO establliza una
conformacién menos conductora de la proteina. En efecto, Levinson y cols. (1880), en las mismas
condiciones sxperimentales, encontraron que el tratamiento con neuraminidasa (que desprends
los acidos sidlicos) induce la aparicién de conformaciones de distinta conductancia en los canales
de sodio de electroplaca de anguila, pero persists el estado de conductancla correspondiente a los

canales no tratados con neuroaminidasa.

1.3.4 Propledades cinéticas del canal de sodio modificado por BTX

Cuando Armstrong y cols. (1973) descubrieron que el proceso de inactivacion de las
corrientes de sodio era eliminado después del tratamiento con pronasa (seccion 1.1), observaron
que la cinética de apertura y clerre no era modificada por esta enzima proteolitica. Por otro lado, en
axones tratados con pronasa, no se produce inmobilizacién de cargas (Tanguy y Yeh, 1988). Por
esta razén, para los canales modificados de esta manera el esquema cinético (1.6) se simplificaa

la rama superior que no incluye inactivacion,

o 2 o .
C m2===l= C2 R || T C1i === A (1_7)
Bm 2B B

En los axones tratados con BTX, la inmovilizacién de cargas persiste. Esto llevé a Tanguy y
Yeh (1988) a proponer que ia BTX se une al sitio cargado negativamente que queda expuesto
cuando el canal se abre, pero que no bloquea la via de conduccion. Por lo tanto, el efecto de la
BTX serla convertir el estado inactivado en un estado ablerto (conductor). Asf, el esquema cinético

para los canales modificados por BTX serfa el siguente:

3 2« .
C3 ==c=xl= 02 ====k= C] ===0== A

T T 7 (1.8)

m m m
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en que existen dos estados conductores A’ ¥ Al

En un registro de canales Unicos, es posible medir la duracién de cada tlempo de
permanencia en cada una de fas visitas a los estados abierto y cerrado. Para establecer un modslo
cinético que de cuernta de un registro de canal tinico es necesario medir las duraciones de los
tiempos de permanencia en los estados abisrto y cerrado. £n un modelo cinetico de primer orden
como los esquemas 1.3 y 1.4, las duraciones de los tiempos de permanencia en los estados
abierto y cefrado se distribuyen exponencialmente (Ehrenstein y cols,, 1874). Cuando [a
distribucién de los tiempos de permanencia en alguno de los estados no sigue un comportamiento
monoexponencial, es necesario suponer un modelo més complejo que el planteado en el esquema
cinstico 1.4. Asi, un esguema cinético dado tiene, a lo menos, tantos estados cerrados como
componentes tenga la distribucion de los tiempos de parmanencia en el estado cerrado del
registro (Colquhoun'y Hawkes, 1681; 1983; Alvarez, 1986}

Sin embargo, para distribuciones que poseen muchos componentes, existen muchos
esquemas cinéticos que pueden dar cuenta de ellas. Asi, para determinar qué esquema cinético da
cuenta de las caracteristicas de uno o més registros de corrlente es necesario usar otros criterios.
Uno de estos criterios es analizar la historla del registro de corriente (Montal y cols., 1984; Labarca
y cols., 1985}, por ejemplo, madir el tiempo promedio de todas las visitas al estado abierto con que
terminé un evento cerrado dado. De esta manera es posible encontrar correlaciones entre la
duracion de los eventos cerrados y sus abiertos adyacentes (Fredkin y cols., 1885; McManus y
cols., 1985; Kerry y cols., 1988). Usando este criterio ha sido posible plantear esquemas cinéticos
para fos canales de potasio activado por calcio y de cloruro de mioblasto (Blatz y Magleby, 1886b;
1989) y el canal receptor de acetilcolina (Labarca y cols., 1 a8s5).

En un registro de canales individuales de sodio, en los que es posible medir las duraciones
de los tiempos de permanencia en los estados abiertos y cerrados, las predicciones de los
modelos cinéticos para los canales tratados con pronasa (esquema 1.7) y los canales tratados con
BTX {esquema 1.8) debleran ser totalmente distintas: En primer lugar el esquema 1.7 predice que

el canal tiene un solo estado abierto, en cambio el esquema 1.8 predice la existencia de dos
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estados ablertos. Por otra parte, en el esquema cinético 1.8 A" y Al pueden ser abandonados
saliendo preferentemente a C1 y Cl1 respectivamente. Entonces, en un analisis de las duraciones
de ios tiempos de permanencia, si medimos la duracidn de un evento ablerto correspondiente a A,
es muy probable que el evento cerrado consecutivo pertenesca al estado C1, por o tanto, se
observara la existencia de correlacidén entre las duraciones de eventos abiertos y cerrados
adyacentes (McManus y cols., 1985; Blatz y Magleby, 1986b; 1989; Kerry y cols., 1988). En cambio,
el esquema cinético 1.7 no predice ningtn tipo de correlacion entre las duraciones de los ablertos
y de los cerrados adyacentes, pues, el estado abierto es abandonado slempre hacia el mismo

estado cerrado (C1).

1.5 Objetives

Con el objetivo de entender el mecanismo de accién de la BTX sobre el canal de sodio, en
esta tesis se estudid el sistema de conduccion y las propiedades cinéticas del canal de sodic
modificado por BTX del musculo esquelético de la rana chilena Caudiververa caudiververa.

Este proyecto se desarrollé incorporando los canales de sodio de jos tibulos transversales
del mdsculo esquelético de la rana a bicapas de iipidos. El trabajo consistié en:

- Establecer un modelo de conduccion idnica a través del canal, en particular dsteminar s,
al igual que ! canal no tratado con BTX, el canal medificado puede ser ocupado por mas de un ion
alavez,

- Establecer un modelo cinético para el canal modificado por BTX, en particular discriminar
entre los dos modelos 1.7 y 1.8 y determinar las constantes cinéticas dependientes del voltaje.
Estas determinaciones permiten entender de qué manera el sistema de compuertas del canal es
modificado por ia toxina.

- Determinar sl existen grupos cargados en [a superficie de la proteina que puedan
producir un potencial de superficie que afecte tanto las constantes cinéticas de transporte de iones

como las constantes cinéticas del proceso de apertura y cierre.
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1,5.1 ¢ Porqué Caudiververa caudiververa ?

A pesar que la mayor parte de los estudios de corrientes macroscopicas de sodio en el
musculo esquslético se ha llevado a cabo en fibras musculares de rana (Hille, 1984), a nive! de
canales individuales de sodio es poco lo que se sabe. Més adn, los estudios que se han hecho en
canales de sodio se han llevado a cabo con canales de musculo y cerebro de rata (Krueger y cols.,
1983; French y cols., 1986a; 1986b; Moczydlowsky y cols., 1984), cerebro de perro (Green y cols,,
1987a; 1987b, 1990) y nervio 6ptico de catamar (Behrens y cols., 1989). Por esta razén un objetivo
adicional de este trabajo fue complementar la informacién disponible en torno a los canales de
sodio del mUsculo esquelético de la rana, y comparar el comportamiento de este canal en bicapas
artificiales con los otros mejor conocidos a nivel individual pero menos estudiados a nivel

macroscopico,

1.5.2 ¢ Porqué las bicapas ?

En este trabajo, para caracterizar el sistema de conduccion del canal de sodio modificado
por BTX, es necesario estudiar la conductancia unitaria del canal en funcién de la concentracion de
sodio en el intervalo de concentraciones de 0,4-3000 mM. Estas mediciones no se hubieran podido
hacer con los canales en su membrana nativa, puss, técnicamente es muy dificll manipular las
concentraciones iénicas, en el intervalo sefalado, en el interlor y exterior de una pipsta de patch
clamp. Por otra parte, para estudiar el efecto de grupos cargados enla superficle del canal sobre la
conduccién y sobre 1a cinédtica, es necesario estar seguro de que los lipidos en los que el canal
est& presente son neutros en las condiclones experimentales en que se hace el estudio.

En este trabajo se utilizd la técnica de incorporacion a bicapas, pues, lla permite controlar
simultaneamente el medio ambiente lipidico que rodea al canal y 1as soluciones que banan ambas
caras de él (celular y extracelular). Ejemplos notables de las potencialidades de esta técnica son la
incorporacién a bicapas de los canales de potasio y de calcio del reticulo sarcoplasmético de
vertebrados (Miller y Racker, 1976; Coronado y Miller, 1979; Smith y cols., 1985; Suarez-Isla y cols.,

1988), de los canales de sodlo (Krueger y cols., 1983} y potasio activado por calcio (Vergara, 1983,
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Latorre y cols., 1982).

Para Incorporar canales en bicapas es requisito poseer preparaciones de membranas
altamente purificadas que contengan los canales que se quiere estudiar. Actualmente existe una
preparacion de membrana plasmética de musculo esquelético de rana que ha sido de gran
importancia en este trabajo, esta es una fraccién altamente purificada en membrana de tibulos

transversales (Rosembilatt y cols., 1981; Hidalgoy cols., 1886; ver métodos).
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2.- METODOS

La metodologia experimental consiste en Incorporar canales de sodio en bicapas de
lipidos por fusién de vesfculas de membrana de tdbulos transversales de musculo esquelético de
Caudiverbera caudiverbera. Los canales se activan con BTX, se someten a distintos niveles de

voltaje y se registra la corriente que pasa a través de ellos.

2.1 Obtencién de membranas de tGbulos transversales.

El método ha sido descrito en detalle por Hidalgo y cols. (1986). Se disectan las patas
posteriores y anteriores 3,4 o 5 ranas aduitas obteniendo entre 100 2150 g de musculos, Se retiran
nervios y tejido adiposo visibles y se tritura en un procesador de alimentos. Posteriormente, el
tejido es homogensizado en una juguera suspendide en cuatro volimenes de KCI 100 mM (p.a.
Merck), Tris-maleato 20 mM pH 7 (Sigma Chem.). El homogeneizado es sometido a una
centrifugacién a 10.000 g por 30 min (centrifuga Sorvall Mod. RC2-B; rotor GSA). Se recoge el
sobrenadante (que contiene organelos, vesiculas de membranas y proteinas contractiles). Con el
propésito de solubilizar las proteinas contractiles (que tienden a aglomerarse), al sobrenadante se
le agregan cristales de KCI hasta una concentracion final de 600 mM. El sobrenadante es sometido
a una centrifugacién a 100,000 g por 60 min en una ultracentrifuga Beckmann Mod, L, usando un
rotor 30. El sedimento, que contiene organelos y vesiculas de membrana, se recoge, es

resuspendido en 50 ml de KCI 100 mM, Tris-maleato 20 mM pH 7 y se centrifuga a 100.000 g por 60
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min. El sedimento se recoge y se resuspende en 15 mi de sacarosa (ultra pura, Fluka) 280 mM,
Tris-maleato 20 mM a pH 7. La suspencion se somete 8 centrifugacién en un gradiente discontinuo
de sacarosa a 100.000 g durante 12-16 h en un rotor de &ngulo variable (Beckmann, Mod, SW-25).
El gradiente discontinuo de sacarosa se forma pontendo cuatro capas con soluciones de sacarosa
de concentraciones de 25%, 27,5%, 35% y 50% (p/v) respectivamente en tubos de 30 ml de
capacidad. Se recoge la fraccidn que se equllibra sobre la capa 27,5% {aprox. 10 mi por tubo).
Esta fraccion, que esté altamente enriquecida en membranas de tibulos tranversales, es diluida
con Tris-maleato 20 mM, pH 7 hastaque la concentracién de sacarosa quede a un valor cercano a
300 mM, luego se centrifuga a 100.000 g por 60 min. Se recoge el sedimento y se resuspende en 1
ml de sacarosa 300 mM Tris-maleato 20 mM pH 7. La concentracion de proteina, determinada con
el método Lowry (Hartree, 1972), es de 1-4 mg/ml. La preparacion se divide en fracciones de 304l
que se congelan usando una mezcla de acetona-hielo seco y se almacenan a -80 °C para su uso
posterior.

En las preparaciones hechas en presencia de inhibidores de proteasas, la
homogeneizacién en la juguera se desarrollé en una solucién de KCI 100 mM, Tris-maleato 20 mM
pH 7, leupeptina 0,4 pg/ml (Fluka), pepstatina A 0,4 ug/mi (Fluka), benzamidina 0,4 mM (Fluka), y

PMSF (Sigma) 1 mM.

2.2 Montaje Experimental y formacién de blcapas

Las bicapas de lipidos se forman en una camara de Teflon de dos compartimientos
separados por una ldmina de Teflon de 17 um de espesor con una perforacién de 300 prm. Ambos
compartimientos contienen 3 mi de soluciones de NaCl tamponadas con Mops-NaOH 5mM pH 7.
La bicapa se forma sigulendo el procedimiento descrito por Mueller y cols. (1963). Ella se forma
depositando, con una bagueta de vidrio, una solucién de fosfatidiletanolamina (Avanti Polar Lipids)
10 mg/mi en decano sobre el orificio. La corriente que pasa a través de la bicapa es medida conun
amplificador operacional de alta Impedancia de entrada configurado como conversor corriente-

voltaje (Alvarez y cols., 1986). La entrada inversora de este amplificador es conectada a través de
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un electrodo de Ag/AgC! a uno de los compartimientos de la camara (lado trans). Los polenciales
son aplicados por un generador de funciones conectado a traves de un elactrodo de Ag/AgCl con
el otro compartimiento (lado ¢is). La formacién de la bicapa se visualiza en un osclioscopio como la
sefial capacitiva transitoria producida en respuesta a un puiso cuadrado de voitaje de 5 mV, pues,
la integral de la corrients de la respuesta entre la fase de subida y la fase de bajada del pulso
cuadrado es proporcional & la capacidad eléctrica de Ia bicapa. Todos los experimentos se
desarroliaron con bicapas con capacidades de 100-400 pF. La sefial de corriente es digitalizada
(14 bits @ 44.000 muestras por s) con un procesador digital de audio (Technics, Mod, SV-100)
modificado por el Sr. Juan Espinoza para que tenga una respuesta de frecuencias en el intervalo
DC - 20 kHz. La sefial ss graba en cinta magnética en formato digital por una videograbadora
(National, Mod. NV-GSPN).

Después de verificar la formacién de la bicapa y antes de intentar la incorporacion de

canales, se agrega al lado cis 3 pl de una solucién BTX 100 uM en etanol.

2.3 Protocolos de Incorporacién.

Para facilitar Ia incorporacién de canales generalmente se usd un gradiente osmotico de
NaCl en el cual el lado con mayor concentracion de la sat era el lado ¢is. Sin embargo, el tipo de
gradiente osmotico usado dependfa de la clase de protacolo experimental {(ver abajo). La
preparacién de membranas se agreg® al lado cis hasta una concentracion final de protefna de 1-10
pg/ml, La incorporacién de canales se visualizé en el osciloscopio por las fluctuaciones de la
corriente a través de la bicapa que son caracteristicas de las transiciones entre el estado abierto y
cerrado dei canal.

Para estudiar las caracteristicas del sistema de conduccién se desarrollaron tres familias de
protocolos experimentales: protocolos para medir la conductancia de los canales a distintas
concentraciones de sodio, protocolos para medir la selectividad y protocolos para medir el efecto
de la fraccién molar Na-Li sobre la conduccién del canal. En todos los casos y a menos que se

indique algo distinto, pH de las soluciones fue fifado con Mops 5 mM titulado con el hidroxido del
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cation de pruebaapH 7.

2.3.1 Protocolos disefiados para medir [a conductancia de los canales a distintas
concentraciénes de sodlo,

Todos estos experimentos fueron hechos con concentraciones simétricas de sodio a
ambos lados de la cAmara. Sin embargo, debido a la gran amplitud del intervaio de
concentraciones de sodio estudiado, fué necesario disefiar cuatro tipos de protocolos de
incorporacién de canales, segun la concentracion de Nat que se queria estudiar, Los protocolos

se describen a continuacion.

2.3.1.1 Experimentos en altas concentraciones de sodio (1-3M).
En estos casos los canales se incorporaron en presencia de una concentracion de NaCl de

1 62 M en ambos lados de la cdmara.

2.3.1.2 Experimentos a concentraciones intermedias de sodio (0,2-0,5 M).

En estos experimentos se usa un gradiente osmético con 400 mM NaCl en el lado cis y
200 mM NaCl en el lado trans. Las vesiculas de membrana se agregan en el lado cis. Despues de
la incorporacidn de canales, se igualan ambas concentraciones, ya sea, perfundiendo el lado cis
con 10 voltimenes de la solucion de 200 mM NaCl 6 agregando un volumen adecuado de NaGi 3 M

en el lado trans, de tal manera de llevar la concentracion de NaCl en este lado a 400 mM.,

2.3.1.3 Expserimentos a concentraciones bajas de sodio (2,2-60 mM).

El gradiente osmdético se establece poniendo una solucion de 200 mM NaCl en el lado cis
de la cmara y una solucién de Mops-NaOH 5 mM, pH 7 en el lado trans. Después de verificar [a
Incorporacién de canales de sodio se igualan ambas concentraciones perfundiendo el lado cis con
10 volumenes de Mops-NaOH 5 mM pH 7 bajo agitacién. La concentracién promedio de sodio enla

solucién de Mops-NaOH 5 mM, pH 7 es2,2mM (n=3), determinada usando un espectrofotémetro
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de absorclén atémica (Perkin-Elmer/360). Para cambiar la concentracion de sodio hasta un valor

definido, se agregd a ambos lados un volumen adecuado de una solucion de NaCl3 M.

2.3.1.4 Experimentos a concentracionges muy bajas de sodio (0,4-1 mM).

El gradiente osmético se fija poniendo una solucién de 200 mM NaCl, Mops-NaOH 5 mM
pH 7 en el lado cis de la cémara, En el lado trans se pone una solucién de Mops-NaOH 1 mM pH 7.
Después de verificar la incorporacion de canales de sodio se igualan ambas concentraciones
perfundiendo el lado cis con 10 volimenes de Mops-NaOH 1 mM pH 7 bajo agitacién. La
concentracién de sodio en la solucién de Mops-NaOH 1 mM, pH 7 determinada
espectrofotométricamente es de 0,4 mM (n=2) mM. Para obtener la concentracién de sodio que se
querla estudiar, se agregd a ambos lados un volumen adecuado de una solusion de NaCi 200 mM.
Debido a la baja concentracién del tampon, at final de estos experimentos se midio el pH. El valor
promedio en 4 determinaciones de pH fué 6,9 con valores minimo y méximo de 68 y 7.2

respectivamente.

2.3.2 Protocolos disefiados para medlr la selectividad a cationes aicallnos.

En todos estos experimentos la incorporacion de canales se hace en una solucién 200 mM
NaCl en ambos lados de la camara. Después de verificar la incorporacion de canales se somete a
un protocolo de voltajes para medir la conductancia del canal y la diferencia de potencial entre los
alectrodos (ver seccidn 2.4.1). Para establecer la condicién biiénica se perfunde el jado ¢is con 10
volimenes de una solucién de 200 mM LiCl (o CsCl).

En estos experimentos, el potencial eléctrico aplicado es corregido por el potencial de
unién liquida (Robinson y Stokes, 1965). Para las condiciones biidnicas, LiCl/NaCly CsCl/NaCl, los

potenciales de unién liguida calculados son 2,4y 5,0 mV, respectivamente.
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2.3.3 Protocolos disefiados para determinar el efeclo de la fraccién moiar Na-LI sobre Ia
conduccién.
Se define fraccién molar Na-Li, f, como: f = [Na®] /([Na®] + [Li*]).

Para determinar el efecto de la fraccién molar, f, sobre la conduccion era necesario hacer variar
graduaimente f entre O y 1, sin embargo, técnicamente, es muy dificli cambiar gradualmente la
fraccién molar f en ambos compartimientos desde 1 hasta 0 durante un mismo experimento, por
esta razén, despusés de la incorporacién de canales y de aplicar un protocolo de voltajes para
medir la conductancia del canal en 200 mM NaCl, se procedio de las dos maneras que se

describen a continuacion:

2.3.3.1 Determinacién de la conductancia cuando f es cercana a 1.

Los cambios en f para medir la conductancia comenzaron a partir de la condicién 200 mM
NaCi en ambos lados de Ia bicapa. La fraccién molar { se cambia reemplazando 0,2 ml de solucién
de ambos compartimientos de la cdmara por 0,2 ml de LICl 200 mM, Despugs de cada cambio en

la fraccion molar, se mide la corriente ha través del canal a diferentes voltajes,

2.3.3.2 Determinacién de la conductancia cuando f es cercana a 0.

Después de determinar la conductancia en NaCl 200 mM simétrico, se perfunden ambos
compartimientos de la cAmara con 10 volimenes de LIC| 200 mM y se aplica un protocolo de
voltajes para medir la conductancia del canal en estas condiciones, La fraccion molar f se cambia
reemplazando 0,2 ml de solucién de la camara por 0,2 ml de NaCl 200 mM. Después de cada

cambio en la fraccidn molar, se mide la corriente ha través del canal a diferentes voltajes.

2.4 Protocolos de volta]es y orientacién de los canales Incorporados.
- 2.4.1 Experimentos de conduccién.

En todo este estudio el protocolo de voltajes era el mismo. Este comenzaba con la

aplicacién de voltajes pequefos de distinto signo (+5-20 mV) a través de la bicapa. El valor
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absoluto del patencial es incrementado en saltos de 5-20 mV. Dado que la estabilidad de la bicapa,
después de la incorporacion, depende fuertemente de la amplitud del potencial aplicado y de la
historia de potenciales aplicados a través de ella, la bicapa se rompe mas facilmente cuando es, o
ha sido, sometida a potenciales altos (cercanos a = 100 mV). Por lo tanto, la amplitud del intervalo
de voltajes explorado es muy variable y dependfa de la establlidad de la membrana. El menor y
mayor intervalo de voltajes explorado fué + 30 y = 150 mV respectivamente. El tiempo durante el
cual se aplicd un valor de voltaje determinado fué el minimo necesario para detectar a lo menos 5
transiciones en la corriente que pasa a través del canal.

Para Inducir fluctuacionas del canal en aquellos potenciales en los cuales la probabilidad
de estar abierto es maxima se usé dc-STX que induce clerres del canal por tiempos que pueden
durar varios segundos (Mocdzydiowsky y cols. 1984). La concentracidn usada depende de la
concentracion del catidn alcalino presente, pues esta toxing, y las demas toxinas de la familia de la
STX, muestran un tipo de inhibicion competitiva con el sodio (Moczydlowsky y cols., 1984, Green y
cols. 1987b). Para ejemplificar, las concentraciones de dc-STX usadas fueron 0,6, 3 y 30 nM

cuando las concentraciones de Na™ son 0,4, 200 y 3000 mM respectivamente,

2.4.2 Experimentos de cinética.

Los canales de sodio modificados por BTX poseen una cinética dependiente del potencial,
El intervalo de voltajes donde es posible observar el mayor efecto del potencial sobre ia cinética
esta entre -130 a -50 mV. En este intervalo de voltajes, el canal transita entre los estados cerrado y
abierto centenas de veces por segundo (Worley y cols,, 1983; Huang y cols., 1984; Moczydlowskiy
cols., 1984; Behrens y cols., 1989). El protocolo de voltaje aplicados en estos experimentos
consiste en aplicar -100 mV durante el tiempo necesario para colectar a lo menos 500
transiciones. Luego se cambia de voltaje en saltos de 7,5 0 =10 mV. Los tiempos de aplicacion

de los potenciales se encuentran en el intervalo de 10 s a 5 min, y el numero de transiciones

colectadas oscila entre 500 y 8000.
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2.4.3 Orlentacién de [os canales incorporados.

La probablilidad de encontrar el canal abierto (Po) depende del potencial eléctrico aplicado,
por tanto, la orientacién con que [os canales son incorporados a la bicapa se determina
observando como cambia Po con el potencial aplicado. Asl, canales con orientaciones opuestas,
exhiben dependencias de! potencial opuestas. En todos los resultados que se muestran en esta
tesis se ha seguido la convencion electrofisiologica, es decir, se ha hecho corresponder el lado

extracelutar del canal con 0 mV.

2.5 Anélisls de resultados experimentales.
2.5.1 Conducclén iénica.
2.5.1.1 Obtencién de curvas I-Vy célcufo de conductancias.

Todos los registros son filtrados con un filtro pasa bajos de respuesta Bessel de 8 polos
(Frecuency Devices Mod. 802) a una frecuencia de corte (-3 dB) que varla entre 8 y 20 Hz. Para
medir las corrientes unitarias se usaron dos esirategias: una de ellas consiste en digitalizar el
registro a 1000 muestrasfs con una interface analogo-digital (Axon Instruments, Mod. TL-1} e
ingresaria a la memoria de un computador (tipo IBM AT). En el computador esta implementado un
programa de andlisis cuyo cédigo original fué suministrado por el Dr. Francisco Bezanilla y
modificado por el Dr, Osvaldo Alvarez para funcionar con el equipo existente en el laboratorio. El
programa permite sefialar los estados abierto y cerrado y hacer histogramas de amplitudes. La
segunda estrategia consiste en desplegar los registros en un registrador de papsl termosensible
{General Scanning Inc. Mod. RS2-5P) y se mide la corriente directamente del papel. La corriente
que pasa a través del canal se mide como la diferencia entre el promedio estimado a ojo de Ia
corriente cuando el canal estd abierto y el promedio de la corrlente cuando &l esta cerrado. Con
ambos métodos de pueden resolver corrientes de hasta 0,1 pA a8 Hz (-3 dB).

La conductancia de los canales en cada condicién se calcula a partir de la pendiente de

una recta ajustada a los valores de corriente medidos a distintos potenciales aplicados.
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2.5.1.2 Ajuste de curvas.

Para hacer ¢l ajuste de las relaciones corriente voltaje en condiciones biiénicas y de las
curvas de conductancia vs. [Na™], se us6 el programa AJUSTE escrito en FORTRAN (Alvarez y
cols., 1991). Este programa posee una funcién que calcula el la corriente idnica a través del canal a
partr de un modelo de barreras de energfa (ver seccion 2.5.1.3). El modelo usado estaba
compuesto de tres barreras y dos pozos de energia. El modelo también incorpora otros dos
caracteres como, la posibilidad de ocupacién por mas de un ion simultdneamente (seccion
2.5.1.3.1) y el efecto de cargas negativas en las bocas del canal que pusedan producir un potencial
local superficial (seccién 2.5.1.3.2). El programa evaltia la suma de cuadrados de la diferencia entre
los valores experimentales y los predichos por el modelo. Para ajustar las curvas, el programa
minimiza la suma de cuadrado con el algoritmo de Gauss-Newtorn.

El programa AJUSTE permite cambiar la funcién que calcula de esta manera fue posible
alterar el programa para que ajuste una iscterma de inhibicién como la descrita en la seccion

2.5.14.

2.5.1.3 Modelo de barreras de energfa.

El flujo i6nico desde un sitio (o pozo) a otro en la via de conduccidn del canal es
proporcional a la fraccidn de fones que poseen una energfa fibre mayor que la de la barrera que
separa ambos sitios, La constante k“ de rapidez de transporte desde un sitio I a otro sitio
adyacente ] se relaciona con la diferencia entre la energla libre del pozo en que se encuentra el ion
(Gp) y la energla libre el pico de Ia barrera que separa ambos sitios @":

k, =A exp( G- G )/RT), (2.9)
en que T es la temperatura absoluta y R es la constante de los gases. La constante de
proporcionalidad A es es un término que proviene de la mecénica estadistica y depende de los
grados de libertad de traslacién, de rotaciény vibracion de los iones que se encuentran en lavia

de conduccidn, Asl,

A =kT/h,
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enque ky h corresponden a la constantes de Boltzmann y Plank respectivamente, se llama factor
de frecuencia y a temperatura ambiente equivale a =10'! &' (Hille, 1975a).

Para una particula cargada como lo es un ién, la energla libre depende del potencial
eléctrico aplicado (V), por lo qus el valor de energla de los pozos y las barreras para un ion
determinado puede subir o bajar de acuerdo al signo y la amplitud del campo eléctrico. Por lo tanto
podemos escribir:

G-G, =8y g -Gyug t ZF(V-V), 2.2)
en que z es la valencia de! idn, F es |a constante de Faraday, G'(V=0) yvG p(V=£}) son [as energias
libres del pico y del pozo, respectivamente cuando V=0. V' y Vp son los voltajes en el picoy en el
pozo, respectivamente, Puesto que v Vp es una fraccidn del potencial que cae a lo largo de toda
la via de conduccion del canal, podemos escribir V- Vp= SV. Solamente si el campo eléctrico es
constante a lo largo del canal, & significa una distancia fisica. Entonces, el flujo idnico entre los
sitios [y ] (Jﬁ) estara dado por el producto entre Ia constante de rapidez k“ y la probabilidad (P) de
gue el sitio | esté ocupado por el ibn:

4 =P kll' (2.3)
P, se caicula solucionando un sistema de scuaciones que contiene todas las contribuciones
parciales de flujo de todos ios otros sitios de la via de conduccion que afectan a P, La soluci6n en
régimen estacionario del sistema de ecuaciones se obtiene suponiendo ademas que:

P¢+...+PI+P]+...=1, (24
enqueP ¢ ©S la probabilidad de que ninguno de los sitios esté ccupado. Ademas, en los extremos
de la via de conduccién, las constantes de rapldez de acceso al canal son proporcionales a la
concentracion del catién en las bocas de él (ver seccién 2.5.1.3.3).

Procediendo de la misma manera descrita anteriormente es posible plantear una ecuacién

de flujo en direccion contraria (Jj[). Este flujo -JII lleva signo opuesto, asi, el flujo neto es la diferencia

entre los flujos en direcclones opuestas,

J=dy-dy (2:5)

Por tanto, de las ecuaciones 2.1 y 2.2 es claro que el sentido del flujo neto cambia segin el
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potencial eléctrico aplicado.

Puesto que los iones son cargados, el movimiento de ellos genera una corriente eléctrica.
Por Io tanto, a partir del calculo del nimero de cargas desplazadas por unidad de tiempo se
obtiene la corrdente que pasa a través dasl canal,

El sistema de barreras que se usé para describir los datos posee dos sitios de unidn y tres
barreras de energia, dos barreras de acceso y una central que separa ambos sitios (ver figura
3.14). Por lo tanto, los parametros ajustables son: la altura de las tres barreras de energla, la
profundidad de los pozos y la distancia fraccional a la que se encuentra cada uno de estos
componentes del modelo de barreras en la via de conduccion.

Para el modelo usado, el programa AJUSTE incorpora otras dos caracteristicas, estas son
la posibilidad de ocupacion multiple, y la presencla de cargas fijas negativas que generan un

potencial superficial local,

2.5.1.3.1 Modelos de barreras con ocupacioén maltiple,

Si el sistema de conduccion del canal esta ocupado por un i6n, debido a la repulsién
slectrostatica, la probabilidad de que un segundo lon ingrese a la via de conduccién es muy baja.
En el programa AJUSTE, [a probabilidad de ocupacién doble se especifica con un parametro tinico
de interaccion entre los dos iones. Este parametro establece que el incremento en el valor de
energlia en cuaiquier punto del sistema de conduccidn es inversamente proporcional a la distancia
eléctrica desde ese punto & la posicién del sitio ocupado, Cuando el sitio | es ocupado por un ién,
la energfa libre para un segundo ion en cualquier punto x de Ia via de conduccién (G es:

le = Gxo + AXYI 5xl' (2.8)
en que G, es Ja energfa libre en el punto x para el primer ion, , es la distancia eléctrica entre el
punto x de la via de conduccidn y el sitio ocupado i, A,y ©s el parametro de interaccion y
corresponde al incremento de energfa cuando ambos iones, X e Y, ocupan el canal separados por
una distancia eléctrica igual a uno. Notemos que si Ay, €s cercano a cero la, repulsién es casi nula

y el canal puede ser facilmente ocupado por dos iones simultdneamente. Por otra parte, si Ay.y B8
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muy grande la repulsion es muy grande y el canal solo puede ser ocupado por un idn,

2.5.1.3.2 Modelos de barreras y potencial de superficie.

Para calcular el efecto de un potencial local generado por cargas negativas fijas en la boca
del canal sobre la conduceion, se uso la teoria de Gouy-Chapman (Grahame, 1947) aplicada a
iones monovalentes.

Cuando la superficie del canal es cargads, se produce un campo eléctrico que afecta la
distribucién de iones en la cercania del canal concentrando en las bocas del canal Idnes de signo
opuesto. La concentracidn supeficial se calcula suponlendo que la concentracion idnica en la
cercania del canal (C) sigue una distribucion de Boltzmann,

C = C_exp (-zF¢ /RT), (2.7)
en que z, F, Ry T tienen sus significados usuales, C o esla cancentracion molar del lon en el seno
de la solucién, ¢ es el potencial generado por las cargas en la superficie del canal y se calcula
_ como (Grahame, 1947):

¢ = (2RT/F) senh? (-1,360/VC, ), (2.8)
en que o es ia densidad de carga superiicial (en enm'z) se usa como parametro ajustable. Existen
dos pardmetros para describir el potencial superficial, uno para el lado interno y otro para el lado
externo del canal. Ademas, para calcular la expresion 2.2, el potencial eléctrico es corregido por la

diferencia en el potencial de superficie en ambos lados del canal,

2.5.1.3.3 Célculo de [a actividad idnica de las sales de cloruro.

En vista de que no existe ninguna teorfa que describa adecuadamente la relacion entre la
actividad idnica y la concentracion de sales aicalinas de cloruro en el intervalo 0,4-3000 mM
(Villaroel y cols., 1981}, la actividad i6nica de las concentraciones de sales fueron calculada de
acuerdo a la siguente formula empirica (Villarroel y cols., 1991).

a=exp{ X, M2/ (1+X,MP)} + X, M+X, M2,

en que ay M son la actividad iénica y la concentracién molar de [a sal, Xp Xo X3 ¥ X, s0n




Tabla 2.1

Valores de los coeficientes usados para calcular las actividades i6nicas.

LiCI NaCl CsC
X, (M) 1,2096 1,1068  0,9985
X, (M2 16066  1,2318  0,4384
X (M) 2,0792 0,8443  1,1956
X, (M2 ) 21,3787 11,3408  2,2560

31
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coeficientes especlficos para cada sal, los valores de estos cosficientes, para NaCl, LICly CsCl se
encuentran listados en latabla 2.1.

En el programa AJUSTE, el célculo de la concentracion idnica efectiva en la superiicle
cargada del canal (ecuaciones 2.7 y 2.8) se hizo con la actividad iénica. A pesar que desde el
punto de vista tedrico no es apropiado usar la actividad idnica en las ecuaciones 2.7 y 2.8, Ia
Justificacién para su uso reside en que a bajas concentraciones ionicas, donde s} efecto del
potencial de superficle sobre la concentracion efsctiva es méas notable, los valores de la actividad
iénica son similares a los ds la concentracién molar, por otra parte, a alta fuerza idnica es necesario

corregir la concentracién Iénica por actividad.

2.5.1.3.4 Eleccién de las caracterlsticas bdsicas del modelo de barreras,

El modelo usado para describir los resultados de conduccién idnica se muestra en la figura
3.14, este modelo se confecciond tomando en cuenta los siguentes criterios:

1.~ Para explorar a posibilldad de ocupacién doble, el sistema de barreras debe posser, por
lo menos, dos sitios de unién, esto implica que debs posser al menos tres barreras de energla: dos
de acceso y una central que separa [os dos pozos de energfa o sitios de unién.

i.- Puesto que a concentraciones de sodio mayores que 10 mM, las relacionses corriente-
voltaje tienen la misma forma, tanto a potenciales positivos, como a potenciales negativos, el perfil
de barreras debe ser simétrico en torno a la barrera central, ademas de esto, la altura de las dos
barreras de acceso y la profundidad de los dos sitios de union deben ser iguales,

lli.- A falta de un criterio independiente que nos permita medir a altura de la barrera central,
esta fué dejada igual a [as barreras de acceso.

iv.- La relacién corriente-voltaje en 200 mM LiCl es sublineal (figura 3.16A), es decir, a
potenciales grandes, ellas tiendsn a saturarse sugiriendo que la etapa limitante para el transporte
del LI* es independiente del voltaje aplicado {Latorre y Miller, 1983). Por esta razén, la posicion de
los picos de las barreras de acceso al sistema de conduccién se dejaron en las posiciones 0y 1 de

lavia de conduccién, en estas posiclones ellas no son afectadas por el potencial aplicado.
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El modelo de barreras puede incorporar la posibilidad de ocupacion doble o sencilla, esto
se especifica con el pardmetro de repulsién electrostética A, \, (ver seccion 2.5.1.3.1). Si Ay, y,
es cero, la repulsién es nula y la probabilidad de ocupacion del segundo sitio es igual a la dsl
primero, si Ay, \, ©S Muy grands, el canal solo puede ser ocupado por un lon, En la practica, para
especificar que ] canal puede ser ocupado por un solo fon, el pardmstro A, .. fué dejado fijo en
20 KT, esto significa que, dado que uno de los dos sitios esta ocupado, ia probabiiidad de que un
segundo ion ocupe e sitio libre se reduce por un factor de 10%, Para ajustar los datos usando sl
modelo de barreras con ocupacién dobls, el parametro A, , . e dejé como parametro ajustable.

En el modelo de barreras, la posibllidad de presentar un potencial de superficle generado
por cargas fijas negativas en las bocas del canal se especifica con el radio de un circulo (r, en
nanémetros) que contiene una carga negativa (ver seccién 2.5.1.3.2). Las densidades de cargas, g,
puede ser distinta en ambos lados del canal, as, se hace necesario especificar el parédmetro r para

ambos iados del canal, r,_y 1, para los lados Intra y extracelular, respectivamente. En los ajustes,

rex'
para especificar que sl sistsma de conduccion del canal no es afectado por cargas negativas en [a
superficie, los pardmetros r,_ y 1 fueron fijados en 1000 nm, esto da un valor de 0=3.21 07 enm?,
Esta densidad de carga es = 10°® veces més pequena que las calculadas cuando en el ajuste de
los datos se dejé r como pardmetro ajustable, ademés, este valor genera un potencial superficial
despreciable en las condiciones experimentales en que se trabajo.

A falta de un criteric experimental para establecer la posicion de los sitlos de unién de
iones dentro de la via de conduccién, se buscd aquella posicion que permitiera un mejor ajuste de
los resultados experimentales (es decir, una suma de cuadrados menor). La busqueda de la
posicion dptima de los sitios de unién se realizé ajustando los datos da la relaciéon conductancia vs.
[Na*] para los dos estados de conductancia que se encontraron (gama, y gama,) con distintos
valores para la posicién de los pozos, estas posiciones tenian la restriccion de estar simetricamente
dispuestos con respecto a la barrera central. Como resultado de estos calculos, se determiné que

la suma de cuadrados decrece a medida que la posicién de los pozos de ensrgla se acercan a la

barrera central (figura 2.1). Tanto para gama,, como para gama,, los valores minimos de la suma
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Figura 2.1 Relacl6n entre Ia bondad dej aJuste y la posicién de los pozos de energfa,

Con la condicldn de que la posicion de los pozos de energla est4n dispuestos
simétricamente en torno a la barrera central, el modelo de barreras que permite doble
ocupacién y cargas de superficie en las bocas del canal fue ajustado a la relacién de
conductancia vs, [Na*] para los dos estados de conductancia gama, y gama,, camblando la
posicion de los pozos de energfa. La distancia graficada corresponde a la distancia eléctrica
medida desde el lado externo del canal. La ordenada corresponde a los minimos ds la suma de
las diferenclas al cuadrado entre los valores experimentales y los calculados por el modelo de
barreras obtenidos del ajusts de las relaciones ds conductanclavs. [Na*].
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de cuadrados se alcanza cuando los pozos se encuentran separados por una distancla eléctrica

de 0,3, allos son 0,0023 y 0,0013 pA?, respectivatnents.

2.5.1.4 Isoterma de inhibicién y carga superficial.

El bloqueo de la corriente en presencia de un fon bloqueador cuya concentracién es
aumentada en las bocas del canal por la presencia de cargas fijas negativas en su superficie,
pusde ser descrito con la siguente expresion (Smith-Maxwell y Begenisich, 1987; Villarroel, 1989):

I=1_[1+C(@)/Ky1" 2.9)
en que | e | son los valores de la corrients en presencia y en ausencia del ion bloqueador
respectivamente, C(¢) es la concentracidn en las bocas del canal del fon blogqueador y depends
del potencial de superficie (¢} segun la ecuacién 2.7, K, es la constante de disociacién del lon por
un sitio dentro del canal.

Para calcular el efecto del potencial de supericie sobre la distribucidn de un fon
bloqueador se usé una forma més general de la aproximacion de Gouy-Chapman (Grahame,
1947).

o == {2RTE €, 5C, [exp(-zFp/RT) - 1]}~ (2.10)
en que ¢ es la densidad de carga en Ia superiie del canal, €, es la constante de parmitividad del
vacio, €, es la constante dielectrica del agua y C, representa la concentracién de cada una ds las
espacies ibnicas sn solucion.

Para calcular la concentracién del bloqueador con la ecuacién 2.7, es necesario tener una
expresion explicita para el potencial de superficie, sin embargo, la ecuacion 2.10 no tiene una
soluclén general para el potencial, por esta razon, es necesario buscar soluciones particulares.
Para €] ajuste de los datos de la seccién 3.2.7.1, la ecuacion se resolvid para una solucién
compuesta de aniones y cationes monovalentes y cationes divalentes. Entonces, z=-1, 1, 2. Si
hacemos m=2RTE &, y ®=exp({F¢/RT), entonces la ecuacion 2.10 queda:

02 =m {{M]® + [MT10! + D02 M- [MF)- D] . @11)

en que [M], [M™], [D**] son las concentraciones del anién y el catién monovalentes y del catién
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Los valores graficades corresponden a las raices de la ecuaclén 2.12 obtenidas
numeéricamente a partir de una planilta de célculos. Para cada valor de [D* *], el procedimiento
para calcular el potencial de superiicie consiste en asignar iterativamente valores a ¢ y
dsterminar cuando la curva descrlita por el polinomio cambia de signo. Este célculo se hizo para
dos valores de o, 0,041y 0,11 -enm’Z. La linea continua sobre los puntos en 6=0,041 -enm fue
trazada con la ecuacltén 2.13 ajustando los valores de [D**] entre 0,1 y 10 mM.
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divalente en el seno de la solucién respectivamente. Los valores de ¢ se obtienen resolviendo la
ecuacion:

0=[M10%-Qd% + [MH| + DT, (2.12)
en que, Q=[M] + [M*] + [D¥*] + 0%/m y m=0,135 -e®nm™*mor™. Esta scuacién tiene soluciones
para cada valor de ¢ y para cada conjunto de concentraciones. Las raices de la scuaclén 2,12 se
obtuvieron numéricamente con una planilla de célculos (Lotus 123). En la figura 2.2 se muestra los
valores de ¢ en funcién de [P *] a dos valores de o (0=0,11 y 6=0,041 enm’?, respectivamenta).
Los valores se obtuvieron suponiendo [MT]=2,2 mM, [M]1=2.2 + 2[D**]. La linea continua sobre
los puntos correspondientes a las soluciones para 0=0,041 enm2 fué trazada con la expresién:

¢ = 16,69 Log,, [D* 7] + 18,50, (2.13)
evaluada para el intervalo 0,1-10 mM. Las concentraciones superficiales de los lones blogqueadores

fusron evaluadas con las ecuaciones 2.7 y 2.13.

2.5.2 Clnética.

El fin de este andlisis es construir modelos cinéticos que den cuenta de la actividad de los
canales. Para esto, el primer paso consiste en dsterminar la duracién de cada una de las visitas a
los estados ablerto y csrrado del canal (durante un registro de corriente dado). Teéricamente, el
paso desde el estado abierto al estado cerrado es instantéaneo, por lo tanto, cuando se produce
una transicion abierto-cerrado en un registro de corriente, 8l curso temporal de la sefial resulta de
la composicién del ruido slactrico del sistema con la respuesta del filtro a un escaldn de corriente
(Colguhoun y Sigworth, 1983). Para medir las duraciones de cada visita al estado abisrto y cerrado
se us6 un algoritmo creado en colaboracién con el Dr. Andrés Oberhauser e instalado para &l
equipo existente en el laboratorio por los Drs. F. Bezanillay O. Alvarez,

A partir de las mediciones de los tiempos de permanencia en los estados abierto y cerrado,
se determina la fraccion del tiempo en que el canal permanece abierto (Po); dividiendo el tiempo

total en el estado abierto por la duracidn del registro. En la préctica, para reducir la gran dispersién

en la determinacion de Po debida a la presencia de eventos cerrados de muy larga duraclén
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(tiempo promedio =1 s), en la determinacién se ignoraron todos los eventos cerrados de duracidn
mayor gue 200 ms. El ndmero de eventos ignorados reprasenta menos del 1% de todos los
eventos, pero en algunos casos ellos podian comprender hasta un 30% del tiempo de registro,

En este tipo de analisis, para distinguir en qué momento comienza una transicion entre e
estado abierto y cerrado y cudl es su duracién se define un umbral que se encuentra a la mitad de
la amplitud entre el nivel de corriente del canal abierto y ei nivel de corriente del canal cerrado. Sila
sefial cruza el umbral se produce la deteccidon de un evento. La duracién del evento es el tiempo
que toma la sefal entre la deteccion del evento y la deteccion de otro evento en que la sefal cruza
el umbral en sentido contrario.

El método descrito fue usado, pues existe un gran caudal de correcciones para los
artificios producidos por la respuesta de tismpo limitada del sistema de registro y sl ruido eléctrico
de la sefial de corriente (Colquhoun y Sigworth, 1983, Blatz y Magleby, 1986a, McMannus y cols.,
1987). Estos artificios son: no deteccién de eventos que son muy breves (eventos perdidos),
subestimacién de la duracién de aquellos eventos detectados, pero, de muy corta duracién y
transiciones falsas producidas por el ruido de la sefial (aventos falsos).

i.- Eventos perdidos. Para ellos no existe correccion posible a menos que esto se haga a la
luz de un modelo cinético dado (Blatz y Magleby, 19868),

ii.- Subestimacion de las duraciones. La respuesta de un filtro Bessel de 8 polos ante una
sefal del tipo escaldn se pusde aproximar analiticamente, De esta manera, dada una duracién
detectada con el umbral usado, es posible calcular su duracién tedrica en un registro idealizado de
corriente. Este método esta descrito por Colguhoun y Sigworth (1983) y fué usado para calcular las
duraciones idealizadas.

li.- Eventos falsos. Esta fuente de artificios se evita filtrando la sefal con frecuencias de
corte cada vez mas bajas, sin embargo, al bajar la frecuencia de corte es mayor el niimero de
eventos reales no detectados. Entonces, para optimizar la informacion obtenida def registro es
necesarlo buscar la mayor frecuencia de corte a la cual no se producen eventos falsos que se

originan desde el nivel ablerto o cerrado. Esto se llevé a cabo empiricaments para cada registro
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experimental de la siguente manera: con la sefial filtrada a una frecuencia de corts dada, se cargd
la memoria de! computador con el trozo de registro a analizar, se midi6 la mitad de la amplitud
sntre Ja corriente del estado abierto y la corriente del estado cerrado. Luego, se puso un umbral &
una distancia equivalente, pero en direccién opuesta sobre el promedio del nivel ablerto 6 bajo el
promedio del nivel cerrado. Si la sefial de corriente cruzaba el umbral en una o mas ocasiones, se
cargaba la memorla con el mismo registro pero filtrado a una frecuencia de corte més baja y se
fijaba nuevamente el umbral, Esto se repetfa hasta que a una frecuencia de corte dada no se
detectara ninglin cruce del umbral. En aquelios experimentos en que se estudié 1a cinética a varios
potenclales, para uniformizar la frecuencla de corte, la determinacion se hizo con el registro de
menor amplitud. Para todos los andlisls cinéticos que se muestran en esta tesls, la frecuencla de
corte (-3 dB) usada fue de 300 Hz, excepto en los resultados que semusestran en la figura 3.34 y

3.35 en que fue de 250 Hz.

2.5.2.1 Distribucién de tiempos de psrmanencia.

Las duraciones de los tiempos de permanecia en los estados cerrado o abierto se
distribuyeron en intervalos de tiempo cuyo tamafio crece exponencialmente con la escala de
tiempo (Sigworth y Sine, 1987). Se fijaron 10 intervalos por década, cuyos limites inferior y superior,
by, respectivamente estan dados segtn:

=101 y ¢, =10f*W/0 (2.14)
en que el indice | es un nimero entero que va entre -50 y 30. De esta manera en 80 intervalos se
puede agrupar eventos con duraciones que difieren hasta en 8 6rdenes de magnitud (desde 10 us
hasta 1000 s). Usar este tipo de distribuciones representa una gran ventaja con respecto a
distribuciones construldas con intervalos de tiempo espaciados igualmente, puesto que al agrupar
las duraciones en un namero pequefio de intervalos, el ajuste de las distribuciones puede hacerse

hasta varios érdenes de magnitud mas rapido (Sigworth y Sine, 1887, McManus y cols., 1987).
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2.5.2.2. Ajuste de distribuciones de tiempos de permanencia.

Las distribuciones de tlempos abiertos y cerrados fueron ajustadas con un algoritmo
ascrito por el Dr. O, Alvarez basado en Colquhoun y Sigworth (1983) y Sigworth y Sine (1987) que
maximiza la probabilidad de que !a distribucion sea descrita por un conjunto dado de parametros.

En una distribucién de tiempos de permanencia, la verosimilitud es igual a la probabilidad
de obtener una distribucién determinada dado un conjunto de parametros. El logaritmo de la
verosimilitud (L(6)) de la distrlbucion dado un conjunto 6 de parametros y una funcién de
distribucién de probabilidad F(t;| 6) se evalua con la siguente la expresién:

L(6) = Z n/In { [F(t_,|6) -F(4,16) 1/ [ F{t,, . [6) -Flt,,16) 1} (2.15)
en que n, es el nimero de observacionss que quedaron dentro del intervalo | de la distribucién,

F(t,|6} se evaltia en el borde Inferior del intervalo 1, F(t,_ . 16) ¥ F(t,, 16) corresponiden a la funcion

min
de distribucidn evaluada en los intervalos primero y ultimo de la distribucidn  experimental, estos
intervalos son Imin & Imax respectivamente (Sigworth y Sine, 1987).

Las distribucionss de tlempos de permanencia en los estados ablerto y cerrado siguen una
distribucién de tipo exponencial. El caso general es que la funcién de distribucion de probabliidad
sea multiexponencial, por esta razén la funcién que se evaltia sobre la distribuclon experimental es:

F¢|6)=1- ZI g exp (-t lrau] h (2.16}
en que @ es el conjunto de pares de coeficientes ay constantes de tiempo tau]. G representa la
fraccién de eventos de la distribucién que pertenscen a la poblacién con constante de tiempo tau].

La maximizacion de L(6) se hace mediante un algoritmo Rterativo escrito por el Dr. Alvarez
que usa el método de Gauss-Newton para buscar el méximo de L{6) en funclién de cada uno de los
parémetros de ajuste (Alvarez y cois., 1991).

Al finalizar la rutina de maximizacién, el programa entrega una estimacién que es el
logaritmo natural de la verosimilitud y con esto nos da un criterio estadistico para discriminar entre
varios conjuntos de parametros. El doble de la diferencia del logaritmo de la verosimilitud se
distribuye como Chi cuadrado {Rao, 1973; Horn y Lange, 1983; Blatz y Magleby, 1886b) con

grados de libertad igual a la diferencia entre el nimero de pardmetros independientes en dos
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ajuste comparados.

Cuando las distribuciones de los tiempos de permanencia en los estados cerrado y ablerto
son monoexponenciales, significa que hay una sola poblacién de eventos ablertos y una sola
poblacién de eventos cerrados, y la constante cinética que abandona el estado, por gjemplo
abierto, corresponde al reciproco de la constante de tismpo de la distribucién de los tlempos de

permanencia en el estado ablerto (Colquhoun y Hawkes, 1681; Alvarez, 1886).

2.5.2.3 Estudios de correlacién entre duraciones de eventos abiertos y cerrados adyacentes.

Cuando las distribuciones de las duraciones de los tlempos de permanencla en los
estados abierto y cerrado contienen més de un componente exponenicial, varios modelos cinsticos
distintos pueden dar cusnta de ellas. Entonces, la determinacion de un modslo cinético solo a
partir de las distribuciones de los tiempos de permanencia en los estados abierto y cerrado se
hace ambigua, a menos que se considere la historia del registro de corriente a traves del canal. Asl,
modelos cinéticos diferentes pueden generar historias diferentes, pero distribuciones idénticas de
tiempos de permanencia. Una manera de estudiar la historia del registro es establecer ia existencia
de correlacién entre, por sjemplo, eventos de cierre de una determinada duracion y los eventos de
apertura adyacentes a é} (Labarca y cols., 1985; 1985; Fredkin y cols., 1885; McManus y cols,,
1985; Blatz y Magleby, 1989),

El andlisis empleado en este trabajo promedia Ia& duracién de todos los eventos abiertos
que acompafian a un evento cerrado de una duracién dada (Blatz y Maglegy, 1989). Este tipo de
andlisis se efectud fijando intervalos condicionantes que corresponden a dos de los ntervalos de
los usados en las ditribuciones de tiempos de permanencia, i.e. los limites inferior y superior de los
bordes de cada Intervalo condicionante b, y b, , , respectivamente estan dados por la expresion:

b=10" y b, =100*05 (2.17)
en que [ va entrs -25 y 15. Si un clerre tiene una duracién que esta dentro del intervalo
condicionante, entonces, se toma la duracién de ios dos eventos ablertos que flanquean este

cerrado. Para hacer este tipo de anélisis se desarrolid un programa en FORTRAN que recofre un
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registro de corriente, determina cuantas duraciones de eventos cerrados quedaron dentro del
intervalo condiclonante, y promedia todos los ablertos que flanquean a los cerrados que quedaron

en 8l intervalo.

2.5.2.4 Seleccién de modelos y determinacion de las constantes cinéticas.

En un esquema cinético, el ndmero de estados del esquema es a lo menos igual al nitmero
de componentes en las distribuciones de tiempos de permanencia en los estados abierto y cerrado
(Colquhoun y Hawkes, 1981). Por ejemplo, si el nimero de componentes en la distribucion de
ablertos de un reglstro de canales es dos, entonces, el modelo cinético que de cuenta de ese
registro debe poseer a lo menos dos estados ablertos. Con este criterio se propusieron distintos
modelos cuyos conjuntos de constantes cinéticas dieran cuenta de las distribuciones de los
tiempos de permanencia. Los registros simulados obtenidos a partir de cada modelo se sometieron
al andlisis de correlacién descrito en la seccidn 2.5.2.3. La seleccién de los modelos se hizo
comparandos (a similitud entre los resultados de correlacion que entrega cada modelo y los
resultados de correlacion del registro experimental.

El ajuste de las constantes cinéticas para cada uno de los modelos probados se obtuvo
buscando el maximo de la verosimilitud de que un conjunio de constantes de velocidad de cuenta
de las distribuciones encontradas, para un modelo dade (Horn y Lange, 1983; Colquhoun y
Sigworth, 1983; Horn y Vandenberg; 1984). El programa que hace este tipo de ajusts, fué escrito
en FORTRAN y opera de la siguente manera: Dado un modelo cinético y un conjunto de
constantes cinéticas, se simula un registro que contiene 10° eventos abiertos y cerrados (ver sscc.
25.25), A partir de este registro simulado se construyen distribuciones de tiempos de
parmanencia en los estados ablerio y cerrados (ver secc. 2.5.2.1). Las distribuciones se construyen
considerando el tiempo muerto del sistema de registro (ver secc. 2.5.2.6). El drea de estas
distribuciones se normalizan a 1 para que la distribucién represente la densidad de probabilidad.
Asi, para toda la distribucién se evalia la verosimiiitud (L) en cada intervalo I mediante la

expresion;
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L=nn (dp;), (2.18)
en que dp, es la densidad de probabliidad del intervalo 1 obtenida des la distribucién de eventos
simuiados y n, es el nimero de eventos cuyas duraciones quedaron dentro del Intervalo l. Puesto
que en la distribucién cada observacién es indepenidente, la verosimllitud de la distribucion es el
producto de todas las verosimititudes de cada intervalo, entonces, el logaritmo de la verosimiiitud
(L) corresponde a:

L=Z L, (219
La funcién L depende del conjunto de pardmetros cinéticos que dan cuenta de las distribuclones
(es declr, las constantes cinéticas). La maxImizacién de L en funcién de las constantes cinéticas se
de la manera descrita en la secclon 2.5.2.2.

Este programa se ejecutd en un computador tipo IBM-AT con una tarjeta Definicon
{Definicon Systems inc). Esta tarjeta contiene un procesador de 32 bits @ 25 Mhz y permite
manejar hasta 3.8 MBytes de memoria en arreglos. Para converger a una solucién donde se
encuentra un maximo en la verosimiltud, el programa demora entre 10y 50 horas.

Las curvas-distribucién con que se ajustan las distribuciones experimentales son
generadas por simulacién a partir de nlimeros aleatorios (seccion 2.5.2.5), por tanto, ellas tienen un
componente importante de azar, por esta raz6n, frecuentemente el programa se detiene en
maximos locales dando como resultado ajustes de poca utilidad. Este inconveniente se atacé de
dos maneras: aumentando al maximo el nimere de eventos simulados y ajustando primero las
curvas tedricas del ajuste de distribuciones exponenciales obtenidas de la menera descrita en la
seccién 2.5.2.2 por la expresidn 2.16, pues ellas presentan un contorno ’suave’. Después de
establecida una convergencia aceptable con las curvas tedricas, se evallan los parametros
obtenidos en la distribucién experimental y se hace converger a una nusva solucién, Las
constantes cinéticas obtenidas a partir de Ia dltima solucién son las que se usaron como dato

experimental.
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2.5,2.5 Generacion de registros de corriente simulados a partir de los modslos propuestos

Un registro simulado es una secuencia de duraciones de eventos cerrados y ablertos
alternados que ha sido generada con un modslo determinado.

Los registros ideallzados se contruyeron con un programa escritc en FORTRAN que sigue
la metodologfa descrita por DeFelice y Clay (1983). Este programa calcula el tiempo de
permanencia en un estado | cada vez que este estado es visitado considerando la siguente
expresion:

t,=-mn(RND), - (2.20)
en que t, es la duracién del tiempo de permanencia en estado | una vez que este ha sido visitado,
RND es un ndmero aleatorio entre 0 y 1. m, representa el tiempo promedio de permanecia en el
estado | y corresponde al reciproco de la sumatoria de todas las constantes de velocidad de
abandonan el estado I

m=[Zk, I (2.21)
Asi, la probabllidad de que a partir de |, el canal salte al estado | (P“) es kIl dividida por la sumatoria
de todas las constantes que abandonan el estado 1, Por lo tanto se puede escribir:

P“ = kIl m, {2.22)

El programa funciona de esta manera: cuando se encuentra en el estado I ss evalla el
tiempo de permanencia t, con la expresion 2.20, luego se determina a cuél de los estados
contiguos se salta comparando RND con los intervalos [0, PIII' [Pi!' P“ + Pij +1]- Do estamanera, si
RND < P“, la transicién es al estado |, si RND < Pll + PIi o la transicion es al estado |+1....

En todos los modelos, ia conductancia de los estados cerrados es 0, entonces en un
registro de corriente de canal Unico es imposible distinguir una transicién entre dos estados
cerrados vecinos, Asl, un evento cerrado terminara sélo cuando desde alguno de los estados
cerrados se salte a alguno de los estados ablertos, Este mismo principio rige para los estados
abiertos, es decir, todos -ellos poseen la misma conductancia.

Cuando se produce una transicién desde algunc de los estados abiertos del modslo

cinético a alguno de los cerrados, se ha concluido un evento ablerto, en este momento se
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comienza a sumar todas la duraciones de cada visita entre estados cerrados del modelo. La suma
concluys cuando desde uno de los estados cerrados se transita a uno de los ablertos del esquema
y con esto se determina la duracién de un evento cerrado. Es decir, un evento cerrado simulado
consists en la suma de todos los tiempos de permanencia en los distintos estados cerrados que
ocurrieron antes de que se produjera transicion hacia alguno de los estados abisrtos. Procediendo

de esta misma manera se contabllizan las duraciones de cada evento abilerto simulado,

2.5.2.8 Construccion de histogramas de eventos simulados.

Para construir los histogramas de tiempos de permanencia en los estados cerrado y
abierto de los registros simulados, todas aquellas transiciones menores al tiempo muerto dal filtro
fueron tomadas como eventos no detectados (ver secc. 2.5.2). Esto significa que las duraciones,
de por ejemplo los cerrados muy breves, se sumaron a los tiempos abiertos que lo flanquearon y
de estos dos eventos abiertos se hizo uno solo cuya duracién es la suma de ambos més la del
evento cerrado no detectado. El algoritmo que ejecuta este proceso fue escrito por el Dr. O.
Alvarez.

Para construir las distribuciones de eventos simulados, al igual que en las distribuciones

experimentales, las duraciones se agruparon en intervalos descritos por la expresién 2,14,

2.5.2,7 Seleccidn de modeios.

Una vez obtenido el mejor ajuste de cada modelo con la metodologia descrita en la seccién
2.5.2.4, con las constantes cinéticas de cada uno de ellos se generaron registros simulados y se
sometieron al estudio de correlacion descrito en la seccion 2.5.2.2. La correlacién entre abiertos y
cerrados de cada uno de ellos fué comparada con la correlacién de ios registros experimentales, el
modelo elegido fué aquel que mostré una correlacion més parecida a la de los registros

experimentales,
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3.- RESULTADOS

Cuando se comenzd este trabajo de tesis, las preparaciones de membrana de tibulos
transversales de musculo esquelético de Caudiververa caudiververa se hicleron en ausencia de
Inhibidores de proteasas y una parte Importante de los resultados que se musstran en esta tesls
corresponden a experimentos hechos con esta preparacion, Sin gmbargo, en una etapa avanzada
del trabajo las preparaciones de membrana se hicieron en presencia de inhibidores de proteasas
(meétodos, seccion 2.1). Las propiedades de conduccion de los canales de sodio modificados por
BTX de estas diferentes preparaciones de membrana son diferentes. Por esta razén, los resultados
del capftulo de conduccion idnica con’los canales de ambas preparaciones se presentan en forma
paralela (seccién 3.2). A partir de la secclén 3.3 se muestran los resultados del estudio de las
propiedades cinéticas del canal. '}

3.1 Los canales de sodio obtenldos de las preparaciones hecl}as en presencla y en ausencla
de inhibidores de proteasas muestran conductancias diferentess, pero caracteristicas cinéticas
similares. I

3.1.1 Canales obtenidos de preparaclones hechas en ausencila t?_ie Iinhlbldores de proteasas.

En Ia figura 3.1A se observan registros de un canal sométldo a potenciales entre +100 y
-100 mV en NaCi 400 mM en el lado internc y NaCl 200 mM en sl I;ado externo del canal. En estos

registros, el nivel de corrlente que corresponde al estado cerrado del canal y el potencial aplicado




Figura 3.1. Reglsiros de corrlente de un canal proveniente de la preparacién hecha en
ausencia de Inhibidores de proteasas.

A.- Registro de corriente de un canal provenlente de la preparacién hecha en ausencia
de Inhibidores de proteasas. El canal fue incorporado a la bicapa en presencia de 400 y 200 mM
NaCl en los lados interno y externo, respectivaments. El nivel de corriente correspondiente al
estado cerrado y esté indicado por una barra horizontal al extremo derecho de cada registro,
los nameros Junto & la barra horizontal indican el valor del potencial eléctrico aplicado en mV.
Registro filtrado a 100 Hz (-3 dB). [BTX] = 100 nM.

B.- Registro del mismo canal a ios potenciales indicados a la derecha de cada registro.
La escala de tiempo esta expandida cor respecto al panel A. Notese que los eventos que
aparecen como espigas en los registros del panel A, en este panel se observan resueltos
completaments.
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{(en mV) estan Indicados al costado derecho por una linea horizontal y un numero,
respectivamente. La figura 3.1B muestra una expansion en &l tiempo de aquslios registros de la
figura 3,1A en que suceden muchas y muy breves transiciones entre los estados abierto y cerrado,
en estos registros se puede apreciar que las transiciones breves son resusltas completamente.

En los registros de la figura 3.1 se observa que & los potenclales positivos la apertura del
canal genera una corriente positiva (que se visualiza como defleccién hacla arriba del trazo de
corrlente), a potenciales negativos la apertura del canal genera corriente negativa (defleccidn hacia
abajo en el trazo de la corrients), y en ambos casos la amplitud de la corriente es mayor cuando el
valor absoluto del voltaje aumenta, por ejlemplo, fa amplitud de la corriente & +100 mV es mayor
que a +70 mV. Debido a las condiciones i6nicas en que se registré este canal, también se observa
en estos registros que la amplitud de la corriente a potenciales negativos es menor que a
potenciales positivos equivalentes, por ejemplo, la amplitud de los saltos es mayor a +70 que a -70
mV. Este conjunto de observaciones se resumen en la figura 3.3, en ella se grafica la amplitud de
la corriente del canal ds la figura 3.1A (en pA} como funcion del potencial eléctrico aplicado
(cuadrados negros). La conductancia de este canal, obtenida de la pendiente de una ragresion
lineal de los valores en el grafico, es de 9,5 pS.

Mediante el uso de la ecuacién de Nemnst y a partir de las actividades de Na* y CI
(Métodos seccién 2.5.1.3.3; Villarrosl y cols., 1991) internas y externas, respectivamente, es posible
calcutar el valor del voltaje para el cual [a corriente a través del canal se anularfa si el canal fuera
perfectamente catidnico, este valor es de -16,3 mV (apuntado en la figura por una flecha negra
invertida), Para un canal perfectamente aniénico, este valor es +16,3 mV. La figura 3.3 llustra qus el
potencial de inversién (V), interpolado a partir de la regresion lineal es de -15,2 mV, Aplicando la
ecuacién de Goldman-Hodgkin-Kast (Hodgkin y Kast, 1949), y a partir de las actividades iénicas en
ambos lados de la bicapa y el valor obterido de V,, es posible calcular la permeabillidad relativa al
Na® con respecto al CI (PNaIPCI)' el valor de obtenido para PNa/PC! es 29,91,

A partir de siete experimentos diferentes en que la concentracién de NaCl en ambos lados

de la bicapa era 200 mM, se determind gue la conductancia promedio de los canales de sodio




Figura 3.2. Registros de corrlente de un canal provenlente de la preparaclén hecha en
presencla de Inhlbldores de proteasas.

A.- Registro de corriente de un canal proveniente de la preparacién hecha en presencia
de inhibldores de proteasas. El canal fue incorporado a la bicapa en presencia de 400 y 200 mM
NaCl en los lados interno y externo, respectivamente. El nivel de corriente correspondiente al
estado cerrado y esta indicado por una barra horizontal al extremo derecho de cada registro,
los nitmeros junto a la barra horizontal indican el valor del potencial eléctrico aplicado en mV.
Registro filtrado a 300 Hz (-3 dB). [BTX] = 100 nM.

B.- Registro del mismo canal a los potenciales indicados a la derecha de cada registro.
La escala de tiempo esté expandida con respecto a los registros de! panet A. Las lineas sobre y
bajo los registros fueron {razadas a oo, ellas representan ias regiones del registro compuestas
de eventos cerrados de larga duracion acompafiados por aperturas breves (linea sobre el
registro) y las regiones compuestas de eventos abiertos de larga duracién acompanadoa por
eventos cerrados breves (iinsa bajo el registro). Notese que los eventos que aparecen como
espigas en Ios registros de la figura 3.2A se observan resueltos completamente,
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Flgura 3.3. Relaciones corriente-voitaje de los canales provenlentes de ambas
preparaciones.

Relaclones corriente-voltaje para los mismos canales mostrados en las figuras 3.1 y 3.2,
Los cuadrados blancos y negros Indican los canales provenisntes de la preparaclén hecha en
ausencla y en presencla de inhibidores de proteasas, respectivamente. A cada potenclal, la
ampiitud de la corriente se midié como la diferencla entre los promedios de corriente del canal
ablertoy cerrado (secclon 2.5.1.1). La llnea continua representa una regresién lineal ajustada a
los valores experimentales. Las conductancias calculadas a partir de las pendientes de estas
curvas son: 8,5y 156 pS, para los canales provenientes de las preparaciones hechas en
ausencla y en presencla de Inhibldores de proteasas, respectivamente, Los potsnclales de
Inversion Interpolados a partir de las regresiones lineales son -15,2 y -16,6 mV respectivamente,
La flecha apunta & -16,3 mV, que es el valor de! potencial de equilibrio para el ion sodio y fue
calculado con la expresion:

Vr = 58 log (aln/ aex),

en que V, corresponde al potenclal de Inversién medido en mv, a, Yy a, corresponden a las
actividades idnicas Interna y externa de sodio, respectivamente,
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modificados por BTX es de 11,4 = 1,2pS.

3.1.2 Canales obtenldos de preparaclones hechas en presencia de inhibidores de proteasas.

En lafigura 3.2A se observan registros de cortiente de un canal en las mismas condiclones
iénicas de la figura 3.1. Estos registros fusron obtenidos a los distintos potenciales que se
encuentran anotados al costado derecho de cada registro, junto a ellos estan las barras que
Indican los niveles de corriente del canal cerrado. De la misma manera que en la figura 3.1B, la
figura 3.2B corresponde a una expansion en el tiempo de aquelios registros de la figura 3.2A en los
que las transiclones entre los estados abierto y cerrado del canal son muchas y muy breves. En
estos registros estas transiclones de corta duracidén se observan complstamente resusltas. La
amplitud de los saltos de corriente entre el estado abierto y el cerrado es mayor que en los
registros de la figura 3.1. En la figura 3.3 se grafica ia amplitud de la corriente de los registros de
canal Gnico gue se flustran en la figura 3.2 como funcion del potencial eléctrico (cuadrados
blancos). La conductancia de este canal, obtenida de la pendiente de una regresion lineal de los
valores en el gréfico, es de 15,6 pS y el potencial de inversién, interpolado a partir de la regresion
lineal, es de -16,6 mV, nuevaments, este valor indica que este canal conduce fundamentalmente
fones sodio y no cloruro (No es posible calcular la razén Py /P, pues, el valor de V, es més
negativo que -16,3 mV).

La conductancia promedio de cinco canales de esta preparacién cuando la concentracion
de NaCl en ambos lados del canal es de 200 mM fué de 16,6 + 1,5 pS, este valor de conductancia
es 1,46 veces mayor que el promedio de la conductancia medida, en las mismas condiciones
experimentales, para los canales provenientes ds la preparacién hecha en ausencla de Inhibidores

de proteasas.

3.1.3 La cInética de [os canales de ambas preparaciones es dependlente del voltaje.
Cuando la fibra muscular esquelética es tratada con BTX se despolariza gradualmente

hasta Hegar a un valor cercano a 0 mV (Alburquerque, 1972). De esta observacion se concluyé que
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los canales de sodio modificados por BTX se encuentran ablertos al potenclal de reposo de la
célula. Por otra parte, los experimentos de potencial controlado muestran que la cuiva de
activacion de los canales de sodio en presencia de BTX se desplaza entre 20 a 60 mV hacla la
lzquerda del eje del potenclal (Khodorov, 1985, Huang y cols,, 1882, Huang y cols, 1889). Asl, el
efecto de la BTX no es solo evitar que los canales de sodio se Inactiven, sino que también, ella
promueve una estabilizacién del estado ablerto del canal a potenciales & los cualss los canales no
modificados por BTX se encuentran cerrados. Los canales de sodio que han sido Incorporados a
bicapas de lipldos muestran la curva de activacion con un desplazamiento en el eje dsl potencial
simllar al que muestran los registros de corrientes macroscépicas. En ellos, el potencial al cual el
canal permanece la mitad del tiempo total en el estado ablerto (Po = 0,5) oscila entre -110y - 70
mV (Kruegery cols., 1983; Moczydlowski y cols., 1984a; Reclo-Pinto y cols., 1987; Behrens y cols.,
1989). Los canales de sodio modificados por BTX presentes en las preparaciones de membrana de
musculo esquelético de Caudiververa caudiververa muestran un comportamiento simfiiar,

De los registros mostrados en las figuras 3.1 (A y B) y 3.2 (A y B) se observa que la fracclén
del tiempo en que el canal se encusentra en &l estado abiserto cambla con el potencial eléctrico
aplicado, a medida que el potencial se hace mas negativo, la fraccién del tiempo en que el canal se
encuentra en el estado abierto disminuye. Esta dependencia del potencial se observa con mayor
detalle en los registros expandidos en el tiempo de las figura 3.1B y 3.2B, que corresponden a los
voltajes a los cuales se producen més transiclones entre los estados ablertc y cerrado con
duraciones del orden de los milissgundos. Por otra parte, a potenclales de signo positivo,
independientemente del valor del voltaje aplicado, el canal se encuentra casi la totalidad del
tiempo en el estado ablerto.

Es intresante notar que los registros de corriente mostrados en las figuras 3.1 y 3.2 son
muy similares, sin embargo, ellos difieren en la amplitud de los saltos de corriente y en los
potenciales a los cuales ellos se encuentran con determinado valor de Po. Por sjemplo, en el
registro a -100 mV de |a figura 3.1, e! canal est& la mayor parte del tlempo en el estado cefrado (Po

= 0,2), mientras que el canal de la figura 3.2 a -105 mV se encuentra la mayor parte del tiempo en




Voltaje (mV)

Flgura 3.4. Po en funclén del voliaje,

Los valores de Po graficados son tomados de experimentos hechos a una concentaclén
de NaCl-200 mM en ambos lados de la bicapa y en BTX 100 nM. Los experimentos con los
canales provenlentes de las preparaciones hechas en ausencla y en presencla de Inhlbidores
de proteasas estan representados por cuadrados negros y blancos, respectivaments, Las lineas
continua y discontinua fueron trazadas a partir de la ecuacién 3.1, con los valores promedio de
Vo, ny Pmax de cada poblacién de canales. Para calcular Po se midieron las duraciones de
todos los eventos abiertos y cerrados de un registro de corriente, Po se calculd de la sigusnte
manera (seccién 2.5.2):

Po=2ta/[Zty + Z(tc,<200ms)],

en que 13, y tc, corresponden a las duraciones de cada evento abierto y cerrado del registro de
corrientes,

Los eventos cerrados mayores que 200 ms se ignoraron para reducir la dispersién en
ios valores de Po producidas por eventos cerrados muy prolongados (duracién promedio = 1
s). A potenclales mayores que -60 mV, el efecto de este procedimiento fue establlizar los valores
de Poentomoan,s.
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el estado abierto {Po =0,85). Por otra parte, en el registro a -128 mV de la figura 3.2 la fraccién del
tiempo en que el canal estuvo abierto fué similar a la del canal de la figura 3.1 registrado 2 -100 mV.
Estos resultados Indican que la dependencla de! voltaje de un canal con respecto al otro estd
desplazada en =30 mV. Estos desplazamientos de las curvas de activacion también se observaron
entre canales de la misma preparacion y la posicion del Intervalo de voltajes en el que se produce
la mayor dependencia del potencial, en dos canales distintos, puede estar desplazada hasta en 40
mV. Este tipo de observacionas se resumen a continuacion.

En la figura 3.4 se grafica la fraccién del tiempo en que el canal estuvo en el estado abierto,
Po, en funcién del potencial aplicado para una serie de experimentos en Na™ 200 mM presente en
ambos lados de la membrana, Los canales provenientes de las préparaclones hechas en ausencia
y en presencia de inhibidores de proteasas estén representados por cuadrados negros y blancos,
respectivaments. Las lineas de trazo continuo y discontinuo representan el ajuste de un modelo de
distribucién de cargas en un campo eléctrico para los canales obtenidos en ausencia y presencia
de inhibidores de proteasas, respectivaments.

Po=P__{1+exp[-nF(V-Vo)/RT]}", (3.1)
en que V es el potencial aplicado, F es ia constante de Faraday, R es la constante de los gases, T
es la temperatura absoluta, n corresponde al nimero efectivo de cargas que se musven en el
campo eléctrico para abrir el canal, P, es el valor maximo que alcanza la fraccion del tiempo que
el canal permanece en el estado ablerto, y Vo es el potencial al cual Po = 1/2 Pmax.

Sobre la base de los resultados obtenidos en seis canales de la preparacion hecha en
ausencia de inhibidores de proteasas, se obtuvieron valores promedio para Vo, n y Pmax (con sus
respectivas desviaciones tipicas) iguales a: -894 = 75 mV, 31 = 06 y 0,92 = 0,03,
respectivamente. Por otra parte, en cinco canales provenientes de la preparacion hecha en
presencia de inhibidores de proteasas los valores de Vo, ny Pmax son: -110,4 = 9,0mV, 2,7 + 0,4
y 0,80 = 0,03, Suponiendo que los parametros de ajuste Vo y n de la expresion 3.1 se distribuyen
normalmente en cada muestra, se aplico la prueba de Student para muestras pequefias, tanto para

Vo como para n, las diferencias entre las dos poblaciones de canales no son significativas {t <
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2,26; p > 0,95, 9 grados de libertad).

3.2 Sistema de conduccién del canal de sodio modificado por BTX,
3.2.1 Los canales de sodlo de musculo esquelético de rane muesiran subestados de
conductancla.

En los registros de las figuras 3.1 y 3.2 se aprecia cada vez que el canal se abre (a un
determinado voitaje) lo hace siempre con la misma amplitud, en este caso se dice que el canal
presenté un solo estado ablerto de conductancia, Cuando la conductancia (a un mismo potencial
aplicado) puede presentar valores diferentes, se dice que el canal presenta subestados de
conductancia. Varios autores han descrito la presencia de subestados de conductancia en los
canales de sodio, tanto en aquelios no tratados farmacoloégicaments, como en aquellos
modificados por BTX (Patlak, 1988; Green y cols., 1987a; ver Meves y Nagy, 1989),

En los resultado que se describen en Ia proxima seccidn, se muestra que [os canales de
sadio de la rana presentan subestados de conductancia. Los criterios usados en este trabajo para
distinguir si en la bicapa est& presente un solo canal con subestados de conductancia o dos
canales de conductancia diferente son dos (Fox, 1987):

i.- Cuando hay dos canales diferentes, es esperable cbservar cuatro niveles de corriente.
La figura 3.5A muestra un registro idealizado de corriente que tiens dos canales de distinta
conductancia, en este registro se observan los cuatro niveles de corriente: cuando ambos canales
estan cerrados (senalado con una linea horizontal), no hay corriente. Cuando uno de los dos esté
abierto, la corriente registrada corresponde a uno u otro nivel (sefialados como ay b). Y cuando
ambos canales estan abiertos, la corriente medida es la suma de las contribuciones de cada canal
por separado (sefialado como a + b). En cambio, cuando hay un solo canal con dos
conductancias diferentes es esperable encontrar sdlo tres niveles de corriente (figura 3.5B);
Cuando el canal esté cerrado, (no hay corriente; sefialado con una linea horizontal), cuando el
canal se abre al astado de mayor conductancia (ia corriente tiene un valor méximo; sefialado como

&') y cuando el canal esté abierto al estado de menor conductancia {la corriente tiene un valor
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Flgura 3.5. Comparaclén entre un reglstro con dos canales diferentes y un reglstro de un
canal con dos conductancias diferentes.

A.- Registro Idealizado de dos canales de conductancias difsrents. A la derecha del
registro se sefialan los niveles de corriente correspondiente los dos canales carrados (inea
horizontal), uno de os dos canales ablerto (a,b) y ambos canales abiertos (a+b).

B.- Registro Idealizado de un canal que se puede abrir con dos subestados de
conductancia, Los niveles de corriente correspondientes a los dos sub-estados de conductancia
estén sefalados en e extremo derecho del reglstro como &'y a" para los estados mas Y menos
conductor, respectivamente, e nivel de corriente correspondients al canal cerrado esta indicado
por una linea horizontal en el extremo derecho del registro.

1}
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intermedio; sefialado como a").

il.- En un registro con dos canales difersntes, se espera observar con muy baja frecuencia
un cambio en la corrlente desde el nivel que corresponde a los dos canales ablertos hacia el nivel
que corresponde & los dos canales cerrados. Esto es lo que se aprecia en la figura 3.5A en que no
se aprecla ninguna transicién de este tipo. En cambio, en un canal con subsstados, es posible
observar transiciones desde cualquiera de ios niveles de corriente hasta el estado cerrado (figura
3.5h).

Por lo tanto, la distincién entre dos canales diferentes y canales con dos estados de

conductancia se hace a través de la aplicacion conjunta de los criterios 1y if.

3.2.1.1 Los canales de la preparacién hecha en la ausencia de inhibidores de proteasas muestran un
subestado de mayor conductancia.

En la figura 3.6A se observa un registro de corriente de canal unico en NaCl 200 mM en
ambos lados de la bicapa a -90 mV. A la derecha dei registro de corriente, se indican los niveles de
corriente para el canal cerrado (una linsa horizontal) y los niveles de corriente que corresponden a
los estados de mayor y menor conductancia del canal (sefalados con una linea horizontal y el
simbolo gama, y gama,, respectivaments). La secuencia de eventos que muestra la figura 3.6A es
la siguente: Al comienzo del registro (izquierda), la amplitud de la corriente que pasa a traves del
canal es =1,0 pA. El canal se cierra pasando al estado no conductor y fuego se abre con una
amplitud de =1,0 pA para pasar a un estado mas conductor en el que la corrie:iate que pasa a
través de él es =~1,5 pA. Posteriormente, el canal se clerray se abre hacia sl estado més conductor
y retorna &l estado menos conductor. Esta clase de registros sélo se explica suponiendo un solo
canal con dos estados distintos de conductancia, pues, si fueran dos canales distintos, es muy
improbable que ambos se clerren y se habran simultaneamente.

De aquf en adelants, llamaremos gama, y gama, alos estados mas y menos conductor de
los canales provenientes de la preparacidon hecha en ausencia de inhibidores de proteasas,

respectivamente,




Flgura 3.6, Los canales provenlentes de la preparaclén hecha en ausencla de Inhlbldores
de proteasas tlenen un subestado de mayor conductancia,

A.- Registro de corriente de un canal proveniente de la preparacién hecha en ausencia
de Inhibidores de proteasas a -80 mV, en presencia de NaCl 200 mM en ambos lados ds la
bicapa, y BTX 100 nM. Las lineas al costado derecho del registro indican los niveles de corriente
correspondientes al canal cerrado, al estado menos conductor {gama,) y al estado més
conductor {gama,), respectivamente. Registro fiitrado a 100 Hz (-3 dB).

B.- Registro de corriente de un canal proveniente de la preparacién hecha en ausencia
de inhibidores de proteasas a 40 mV, en presencia de NaCl 400 mM en ambos lados de Ja
bicapa, BTX 100 nM y TTX 33 nM. La linea horizontal al costado derecho dsl registro indica el
nivel de corrlente correspondiente al canal cerrado. La Ifnea horizontal sobre el registro indica
una apertura del canal en la que sucede una transicién hacla un estade més conductor. Filtro
50 Hz (-3 dB).

C.- Registro expandido del sector marcado por la linea horizontal en la figura B. Las
lineas al costado derecho del registro Indican los niveles de corriente correspondientes al
estado més conductor y menos conductor, gama, y gama,, respectivamente. Filtro 50 Hz (-3
dB).
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E! trazo de Ia figura 3.6B muestra un registro de canal Unico tomado a -40 mV y en
prasencla de NaCl 400 mM en ambos lados del canal y tetrodotoxina {TTX) 33 nM en el lado
externo. La TTX Induce clerres del canal que se pusden prolongar por centenas de segundos. Los
niveles de corriente correspondientes al canal cerrado y los dos estados de conductancia, gama,
y gama,, se Indican con una linea horizontal en el extremo derecho del registro. La secuencla de
eventos de este registro es la siguente; Después de una permanencia > 3 minutos en el estado
blogueado {no conductor), el canal se abre, abandonando el estado blogqueado, por
aproximadamente 10 segundos, llevando una corriente ds =0,5 pA (gama,), slendo nusvamente
blogueado por un periodo cercano a un minuto; se abre durante 15 segundos para pasar
nuevamente al estado bloqueado. Notese que en Ia ultima transicién al estado abietio, se produce
una transiclon hacla un estado mas conductor (=0,7 pA, gama,). Esto se observa mas claramente
en el trazo de la figura 3.6¢c, que es una expansion en el tiempo del sector marcado con la barra
horizontal del registro de la figura 3.6B. En este trazo se aprecla que el canal se abre llevando una
corriente de =0,5 pA (gama,) suiriendo luego una transicién hacia un estado mas conductor (=0,7
pPA; gama,), se cierra completaments, se abre y finalmente se bloquea con TTX. Este registro
muestra que se trata de un solo canal puss, tanto el evento breve de cierre que se observa al final
de la apertura, como de blogueo con TTX son muy poco probable de haber ocurrido
simultaneamente en dos canales diferentes.

Esta clase de registros son muy escasos. En estas condiclones iénicas, solo se observd la

aparicién del subestado gama, en 2 de un total de 46 bicapas con canales de sodio modificados.

3.2.1.2 Los canales de la preparacién hecha en la presencia de inhibidores de proteasas muestran
un subestado de menor conductancia.

La figura 3.7A muestra un registro continuo de tres canales en presencia de NaCl 200 mM
en el lado interno y 5 mM Mops-NaOH en el lado externo. A la derecha de este registro se sefiala
con lineas horizontales el nimero de canales ablertos simulténeamente. En este registro se

observan transiciones desde el estado ablerto hacta un estado menos conductor (marcadas con




Figura 3.7. Los canales provenientes de la preparacién hecha en presencla de Inhibldores
de proteasas tlenen un subestado de menor conductancia.

A.- Registro de corriente de tres canales provenientes de la preparacién hecha en
presencia de inhibldores de proteasas. El registro fue tomado en presencia de NaCl 200 mM en
el lado interno y Mops-NaCH pH 7 5 mM en el lado externo. Las lineas horizontales indican los
niveles de corriente correspondiente a 0, 1, 2'y 3 canales abiertos simultaneamente (sefialados
con los respectivos nimeros). Los asteriscos sobre el registro seftalan el instante en que uno de
Ios canales se encuentra en el estado menos conductor. La duracién del registro es de tres
minutos. Filtro 20 Hz (-3 dB). Las transiciones del orden de los segundos que se observan en
este registro son espontaneas, por cuanto, en ninguno de los compartimientos de la cadmara
estaba presente un antagonista de canales de sodio.

B.- Relaciones corriente-voltaje para los dos estados de conductancia del experimento
de la figura A. Los cuadrados blancos y negros corresponden a los estados de mayor (g.,) y
menor conductancia (g,), respectivamente. Las conductancias de los subestados, medidas en
el intervalo = 20 mV, son 16y 12 pS, para los estados g, y g, respectivamente.
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un asterisco). La corriente que pasa por el estado ablerto es =1,25 pA y la del subsstado es de
=0,8 pA. Dadas las condiciones iénicas, los saltos de =.45 pA indicades por los asteriscos pueden
deberse a la presencia de un canal aniénico que al abrirse conduce corriente de signo opuesto ala
del canal de sodio. Esto no es asl, pues, de la figura 3.7B se observa que las relaciones corriente-
voltaje para las dos conductancias (cuadrados blancos y negros para los estados méas y menos
conductor, respectivaments), convergen hacia potenciales de inversién menores que -50 mV,
indicando que ambas conductancias son catidnicas. Las conductancias a 0 mV para los estados
mas y menos conductores son de 16y 12 pS, respectivaments, Este tipo de transiclones solo se
observé en 3 de un total de 55 experimentos hechos con esta preparacién. A los subestados de
mayor y menor conductancia de esta preparacion, les llameremos g, Y g, respectivamente,

Por otra parts, es interesants destacar que las razones ds corriente gama,/gama,, y 9,/g,
son similares, gamanamaa es 1,45 y 1,48 para los registros de la figura 3.6A y 3.6C,
respactivamente y g,/g, es 1,51 para el registro de la figura 3.7. Ademas, ambos valores son muy
parecidos & la razén entre los promedios de conductancia de los estados predominantes de ambas

preparaciones: g,/gama,= 1,46 (seccion 3.1.2).

3.2.2 Curva conductancla vs. [Na] de los canales de la preparaclén hecha en ausencla de
Inhibidores de proteasas.

En la gran mayoria de los canales Iénicos la conductancia es una funcién saturante de la
concentracion del ion transportado y la manera en que la conductancia del canal depende de la
concentracién entrega informacion sobre el mecanismo de conduccién de un determinado ion a
través del canal (Hille, 1975 a y b; Gecchiy cols., 1981; Latorre y Miller, 1983), Por esta razén, uno
de los pasos necesarios para entender €l mecanismo de conduccion de iones de un canal dado,
ha sido estudiar la conductancia ibnica como funcidn de la concentracién del ion tranportado (Hille,
1984). En todos los estudios de conduccion de canales de sodio incorporado a bicapas se ha
utitizado esta estrategia como condicién necesaria para establecer {as caracteristicas del sistema

de conduccl6n idnica de! canal (Moczydlowski y cols., 1984a; Green y cols., 1987a; Behrens y cols.,
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1989). Con este objetivo se estudié la conductancia del canal en un amplio intervalo de

concentraciones de sodio.

3.2.2.1 A bajas concentraciones de sodio el subestado gama, se observa con mayor frecuencia.

Un hallazgo importante derivado de este estudio fue que a bajas concentraciones de
sodio, el subestado més conductor de los canales provenientes de la preparacion hecha en
ausencia ds Inhibldores de proteasas (gama,) aperece con una frecuencla mucho mayor que en
NaCl 200 mM, més atn, en algunos experimentos a muy baja concentracion de sodio este
subestado se hizo predominants. Estos resuitados se resumen en las siguentss figuras:

La figura 3.8A musstra un registro de corriente de dos canales tomado a -35mVenNa® 3
mM en ambos jados de la bicapa y en presencia de 0,6 nM de decarbamoylsaxitoxina (dc-STX) en
el jado externo. La dc-STX es una toxina que induce cierres del canal que duran algunos
segundos, El nivel de corriente correspondiente a los dos canales en el estado no conductor
(bloqueado por la dc-STX) esté indicado por una linea horlzontal en el extremo derecho de los
registros, En esta figura se muestra que los canales se pueden abrlr con dos amplitudes de
corriente distintas. La figura 3.8B muestra registros expandidos en el tiempo de las regiones
marcadas con una linea horizontal y denominadas | y Il. En estos registros se cbserva claramente
que los canales se pueden abrir a dos amplitudes distintas (sefialadas con una iinea horizontal y
los simbolos gama,, gama, y gama, +gama, en el extremo derecho de Ios registros). De estos dos
canales, probablemente uno de ellos estaba con la configuracidén menos conductora, pues,
aproximadamente 10 min después de tomar el registro de la figura 3.8A, uno de los canales
desapareci¢ del registro, quedando sélo un canal. El canal que permanecié en la bicapa estaba
estabilizado en la conformacion més conductora (gama,), esto se aprecia en la figura 3.8C, que
muestra un registro del canal que quedd en la bicapa, este registro fue hecho en fas mismas
condiciones de la figura 3.8A (Ndtese la diferencia en la escala temporal usada).

Para medir las corrientes de los dos estados de conductancia, se procedi6 a separar las

conductancias analizando las distribuciones de amplitudes de cotriente, esto esta ejemplificado en




Figura 3.8. Presencia de subestados a bajas concentraclones de sodlo,

A.- Registro de corriente de dos canales en presencia de Na™ 3 mM en ambos lados de la
bicapa. El potenclal aplicado es de -35 mV. La linea horizontal al costado derecho del registro
representa el nivel de corriente cuando los dos canales no conducen. Las sectores marcados
con | y Il corresponden a sectores en que los canales se abren con distinta ampiitud, En este
experimento las transiclones fueron inducidas por la presencia de 0,6 nM de-STX, Filtro 8 Hz (-3
dB).

B.- Registros expandidos 16 veces de las regiones marcadas con 1 y Il de la figura A,
Las lineas al costado derecho de los registros indican los niveles de corriente correspondientes
a ambos canales en el estado bloqueado por de-STX, cuando el nivel de corriente corresponde
al estado mas y menos conductor (gama, y gama,, respectivaments), y cuando ambos estados
de conductancia estan presentes simultaneamente (gama, + gama,).

C.- Registro del mismo experimento de los paneles A y B, tomado 10 minutos depués
que el registro de lafigura A. Uno de los dos canales desaparacié del registro y solo se registro
un canal, fa amplitud de Ia corrlente que lleva este canal corresponde al subestado més
conductor (gama,). Notese que durante los cuatro minutos que dura este registro, no se
observa ninguna transicién de amplitud diferents, esto indica que en el registro de 1a figura A,
las distintas amplitudes que se observan se deben a que los dos canalss tienen diferente
conductancia. Filtro 5 Hz (-3 dB).

67




i e U

1 ot A w i \u1 {WW 28

¥ w

I el gl bl h
wﬁl,»h 1 wpm}.J L*WNW'J Ml,%‘%

W‘W’v

R O A
2N :‘_EX#




Resultados 69

la figura 3.9A. Esta figura musstra histogramas de ampiitudes ds los saltos de corriente a distintos
voltajes para un experimento como el que muestra el registro del figura 3.8, En cuatro de los ssls
potenciales estudiados en este experimento, se aprecian claramante dos plcos en la distribucion
de amplitudes. Las curvas puestas sobre las distribuciones de amplitudes representan el ajuste
con una curva tedrica de una distribucién compuesta de dos curvas normales, En la figura 3,98 se
grafican los promedios de la corriente entregados por el ajuste de dos curvas normales a las
distribuciones de la figura 3.9A. Las conductancias para los dos subestados en estas condiclones
son7,9y 5,5 pS para gama, y gama,, respectivamente. La razén gama,/gama, = 1,45, Notese que,
a cada voltaje, las razones de corriente se marntiene relativamente constante (ver la leyenda de la
figura 3.9A). Con este tipo de andlisis se puede estudiar como depende la conductancia de los dos
subestados en funcién ds la concentracion de sodio,

Para ejemplificar que la frecuencia con que aparece el estado més conductor dscrecs al
aumentar [a concentracion de sodio, en la figura 3,10 se muestra Ia relacién entre la conductancia
promedio del canal y la concentracién de sodio a bajas concentraciones de sodic en tres
experimentos. En estos expsrimentos se determiné la corriente promedio de a lo menos cinco
transiciones ocurridas a cada voltaje, La conductancia calculada a partir de fa pendiente se grafica
en funcién de la concentracién de sodlo en la figura 3.10, Para dos de estos tres experimentos
(sefalados con circulos blancos y cuadrados negros, respectivamente) se aprecia la existencla de
un intervalo de concentracionss de sodio en el que, a pesar de que la concentracion des sodlo
aumenta, la conductancta decrece. Ademas, en uno de estos expsrimentos (seftalado con circulos
negros), el canal permaneci6 en el estado de conductancia menor durante todo el experimento.

Estos resultados muestran:

- Que el estado méas conductor (gama,) se hace menos frecuente a medida que crece la
concentracién de sodio, y explica la baja frecuencia con que este subestado aparece en 200 mM
de sodio en los canales provenientes de esta preparacién,

- El intervalo de concentraciones en el cual el estado de mayor conductancia puede

hecerse predominante se encuentra entre 400 uMy 15 mM.




Figura 3.9. Relaciones corriente-voltaje obtenidas a pattir de los histogramas de frecuencia
de amplltudes.

A.- Histogramas de frecuenclas de amplitudes de eventos de apertura o clerre cuya
duracion fue mayor que 100 ms. La linea continua sobre las distribuciones fueron dibujadas con
la ecuacion que representa la suma de dos distribuciones normales:

Nyfs,vam exp{-1/2[(H,)/s,1%} + Nyfs,v2m exp{-1/2[(1,)/s,I1%},

en que |, corresponde a la amplitud de corriente medida, Nyl; ¥ 8, corresponden al niimero de
eventos, ia corriente promedio y la desviacién tipica de los valores de la distribucién de la
poblacién de mayor amplitud. N, v s, corresponden al nimero de eventos, la corriente
promedio y la desviacién tipica de la distribucién de eventos de menor amplitud, La linea
discontinua representa a cada uno de los dos componentes en la distribucién, Para cada voltaje
los valores de los parédmetros son los siguentss:

voitae (mV) N, l, s, N, L, s, LA,
35 43 0257 0,012 29 0,190 0,017 1,35
27 18 0233 0,016 43 0,169 0,016 1,38
20 15 0,173 0,012 31 0,135 0,018 1,28
-10 - - - 12 -0,060 0,011 -
-18 17 -0,134 0,008 18 -0,100 0,001 1,35
-25 44 -0,178 0,014 18 -0,124 0,020 1,43

Promedio |, /I2: 1,36 = 0,05

B.- Relacion corriente-voltaje obtenida a partir de los histogramas de frecuencias de
amplitudes, Los cuadrados blancos y negros corresponden a los estados de mayor y menor
conductancia respectivamente.
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- La razén entre las dos conductancias es aproximadamente constante, en e! intervalo de
concentraciones estudiado y es: gama1lgama2 = 1,4,

- En la familia de curvas de conductancia correspondisnte a gama,, es notable qus, a
pesar de que el intervalo de concentraciones de sodio recorre mas de un orden de magnitud
(desde 2 mM hasta 32 mM}), la conductancla de gama,, crece =30%, mas adn ia conductancia en 2
mM de este subestado es solo un 50% menor que en 200 mM de Na*,

- Ambas familias de curvas (gama, y gama,) parecen tender & intersectar la ordenada, La
forma de estas curvas se aparta completamente de lo que se espera para el mecanismo mas
simple de conduccion con un solo fon a la vez (Hille, 1875a; Latorre y Miller, 1983; Cecchi y cols,,
1981) y sugieren la presencia de cargas negativas en la superficie del canal {(Moczydiowskiy cols.,

1985; Green y cols., 19874a). En la seccion 3.2.4 se vuelve a discutir esta observacidn.

3.2.3 A bajas concentraclones de sodlo, las relaciones corrlente-voltaje son sublineales,
3.2,3.1. Canales provenientes de la preparacién hecha en presencia de inhibidores de proteasas.

La figura 3.11A muestra las refaciones corriente-voitaje para el subsstado mas conductor
de los canales provenientes de la preparacion hecha en presencia de inhibidores de proteasas
(g,). Estas relaciones corrlente-voltaje fueron tomadas en [Na™] igual a 2, 200 y 3000 mM (qus en
actividades, 8, Corresponden a 2, 148y 2321 mM, respectivamente; métodos seccién 2.5.1.3.3;
Villarroel y cols,, 1991), elias son representadas por circulos blancos, cuadrados blancos y
cuadrados negros, respectivamente. Las lineas continuas fueren trazadas a partir de los valores de
corriente que se obtuvieron con el modelo de barreras de la figura 3.14 y los parametros para
gama, de la tabla 3.2. En la figura 3.11A, se observa que la relacién corriente-voltaje en Na* 2 mMm
es claramente sublineat a potenciales mayores que 45 mV, en cambio, las relaciones corriente-
voltaje en 200 y 3000 mM se observan lineales en todo el intervalo de voltajes estudiado. (Nétese
que, en 200 y 3000 mM, las curvas calculadas con el modelo de barreras son levemente superlineal
y sublineal, respectivamente), Las conductancias en 200 y 3000 mM de los canales mostrados en

la figura fueron determinadas a partir de una regresion lineal de los valores de corriente obtenidos
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Flgura 3.10. Conductancia promedio de todos los eventos de aperti:ra o clerre avs, [Nat],
Gréfico que representa tres experimentos en los que la conductancia del canal 58
determiné a partir de una regresién lineal de todos ias amplitudes medidas a cada potencital.
Notese que en dos ds los experimentos (clrculos blancos y cuadrados negros), en el intervalo
comprendido entre 5y 15 mM, la conductancia promedio decrece al aumentar la concentracién
de sodio. Los valorss de corriente corresponden al promedio de a lo menos cinco transiclones.
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Figura 3.11 Relaclones corrlente-voltaje para [os canales de ambas preparaciones.

A.- Relaciones corriente voltaje para el subestado mas conductor de los canales
provenientes de ambas preparaciones. Los circulos negros corresponden al subestado mas
conductor de la preparacion hecha en ausencia de Inhibidores de proteasas (gama,) en 2 mM
Na*, los clrculos blancos, cuadrados blancos y cuadrados negros corresponden a
experimentos realizados con canales provenientes de la preparacién hecha en presencia de
inhibidores de proteasas (g,) en [Na*] = 2, 200, 3000 mM (que &n 8 = 2, 148y 2321 mM,
respectivaments). Las lineas continuas fueron trazadas a partir del célculo de corriente con el
modelo de barreras de la figura 3.14 y los parametros de gama, puestos en latabla 3.2,

B.- Relaciones corriente voltaje para el subestado menos conductor de los canales
provenientes de la preparacién hecha en ausencia de inhibidores de proteasas (gama,). Los
circulos blancos, cuadrados blancos y cuadrados negros corresponden a experimentos
realizados en [Na*] = 2, 200, 3000 mM (que en 8, = 2 148y 2321 mM, respectivamente). Las
lineas continuas fueron trazadas a partir del calculo de corriente con el modelo de barreras de la
figura 3.14 y los parametros de gama, en latabla 3.2, La relacion corriente-voltaje en Na* 2 mM
fue usada para ajustar las densidades de carga superficial interna y externa que se musstran en
latabla 3.2 (g, y 0, , respectivaments).
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entre = 100 mV, estos valores son 16,8 y 29,0, respectivamente. Para 2 mM, se obluvo una
conductancia de 7,3 que fue calculada a partir de los valores de corrlente entre £ 60 mV.

Debido a la baja frecuencia de aparicién del subestado menos conductor de los canales de
esta preparacion {(g,), en este trabajo no fué posible estudiar sisteméticamente las relaciones
corriente-voltaje para este subestado, sin embargo, ias relaclones corriente voltaje de g,y g,
mostradas en la figura 3.7B, muestran gran similaridad y la razén de corriente entre los subestados
se mantienen relativamente constantes en el intervalo = 40 mV. De los cince potenciales
estudiados, el promedio de las razones de corriente gr1/g2 es 1,54 + 0,05, y los valores méximo y

minimo fueron 1,58 y 1,46, respectivamente.

3.2.3.2. Canales provenientes de la preparacion hecha en ausencia de inhibidores de proteasas.

En la figura 3.11A, ia relacidn corriente-voltaje mostrada con circulos negros corresponde
al subestado mas conductor, gama,, de los canales obtenidos de la preparacién hecha en
ausencia de inhibidores de protsasas, esta relacién corrlente-voltaje fué obtenida en 2 mM Na* en
ambos lados del canal, y la conductancia medida entre -60 y +45 mV es 7,4 pS, Se pueds apreciar
gus existe bastante superposicion con la curva |-V del estado més conductor de los canales
proverientes de la preparacion hecha en presencla de Inhibidores de proteasas tomadas a 2 mM
de sodio. Para gama,, la curva I-V obtenida a mayor concentracin fué en 60 mM de NaCl (no
mostrada), esta relacion corrients-voltaje es lineal y su conductancia fué 13,8 pS.

La figura 3.11B muestra las relaciones corrlents-voltaje para el estado menos conductor ds
los canales obtenidos en ausencia de inhibidores de proteasas (gama,). Estas relaciones corriente-
voitaje fueron obtenidas en Na™ 2, 200 y 3000 mM. Se pusde apreciar la sublinealidad de Ia curva
obtenida en Na®™ 2 mM (clrculos blancos) a potenciales mayores que 60 mV, en cambio, las curvas
obtenidas en 200 y 3000 mM se observan linsales en todo el Intervalo de voltajes estudiado, Las
conductanclas de los canales de la figura 3.11B (medidas entre = 60 mV paralacurvaen2mMy
entre = 100 mV para las curvas a 200 y 3000 mM) son 5,5, 10,7 y 23,1 pS para 2, 200 y 3000 mM

Na*, respectivamente. Las lineas continuas corresponden al célculo de las corriente con el modalo
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e barreras de la figura 3.14 y los valores ds la tabla 3.2 correspondientes a gama, (Nétese que, en
200 y 3000 mM, las curvas calculadas con el modelo de barreras son levemente superlineal y

sublineal, respectivaments).

3.2.3.3 La razén de conductancia g 4/ gama, es constante en el intervalo 2 - 3000 mM.

De las relaciones corriente-voltaje mostrada en la figura 3.11 es posible medir las razones
de conductancia, g,/gama, en el intervalo de actividades de Na't 2-3000 mM. Los valores medidos
de ngamea2 son: 1,33, 1,57 y 1,25 para 2, 200 y 3000 mM respectivamente.

Estos resultados tlenen en comdn que en Na™ 2 mM las curvas son sublineales en el
sector de los potenciales positivos, caracteristica que desaparece a concentraciones mayores de
Na®. Estos resultados Indican que en los sisternas de conducclén, tanto de gama,, como de
gama, y g,. existe un companente asimeétrico que sdlo es importante a bajas concentraciones de
sodio. Este componente asimeétrico puede ser explicado por una desigual distribucién de cargas

fijas entre las caras interna y externa del canal (Latorre y cols., 1991).

3.2.4 La relacién entre la conductancla y la concentracién de sodio de los estados més
conductores de ambas preparaciones son Iguales.

Ya que la modulacion de la conductancia mediada por cargas fijas en sus entradas se
manifiesta mas claramente mientras mas baja sea la fuerza idnica (ecuacién 2.8), el intervalo de
concentraciones de Na™ se extendid hasta 0,4 mM. En la figura 3,12 se resumen todos los
resultados de las mediciones de conductancia vs, [Na't] obtenidas de los experimentos hechos
con los canales provenientes de las preparaciones hechas en ausencia y en presencia de
inhibidores de proteasas.

De los resultados de la figura 3,11 se aprecia para las tres familias de conductancia
mostradas que, a pesar de que sl intervalo de actividades de sodio se modifica en tres ordenes de

magnitud, la conductancia de los canales cambia = 4 veces, Este observacién se aprecia mejor en

las relaciones de conductancia vs, [Na*| mostradas en lafigura 3.12, Esta figura representa las
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Flgura 3.12. Relacién de conductancla vs. [Na™] para los subestados de conductancia de
ambas preparaciones.

A.- Relacién de conductancia vs. [Na*] para el subestado méas conductor de Ios
canales provenientes de ambas preparaciones. Los clrculos negros y los cuadrados blancos
corresponden experimentos hechos con canales provenientes de las preparaciones hechas en
presencia (g,) y en ausencia de Inhibidores de proteasas (gama1), respectivamente.

B.- Relacién de conductancia vs. [Na¥] para el subestado menos conductor de los
canales provenientes de la preparacién hecha en ausencia de inhibidores de proteasas
(gama,).

Para ambos paneles, las lineas que se encuentran sobre los valores experimentalss
corresponden a los ajustes del modelo de barreras de lafigura 3.14 y los parametros de la tabla
3.1. Estas lineas corresponden a las siguentes condiciones: el canal permite, como maximo, un
fon en ia via de conduccién y presenta cargas negativas en la superficie (linea discontinua de
trazos cortos), El canal permite ocupacién doble y no presenta cargas negativas en la superficie
(linea discontinua de trazos largos). El canal permite ocupacion doble y, ademés, presenta
cargas negativas en [a superficie.
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relaciones de conductancia vs. [Na'}, en el intervalo 0,4 y 3000 mM Na™*, para los dos subestados
de conductancia de los canales provenientes da ambas preparaciones.

La figura 3.12A muestra la relacién de conductancia vs. [Na*] para los subestados més
conductores, gama, (representados por cuadrados blancos) y g, {representados por circulos
negros). En esta figura se aprecia que la familia de valores de conductancla correspondientes a g4
se superpone con la familia de valores de conductancia del subestado gama,.

La figura 3.12B muestra la relacién de conductancia vs. [Na*] para el subestado menos
conductor de los canales provenientes de la preparacién hecha en ausencia de inhibidores des
proteasas, gama, (representados por cuadrados negros).

En vista de: I.- la gran superposicion que muestran las relaciones de conductancia vs.
[Na*] para gama, y g,, ii.- que los canales provenientes de la preparacion hecha en presencia de
inhibidores de proteasas exhiben un subestado, g,,, cuya conductancia es similar a la conductancia
correspondiente a gama, (secciones 3.2.1.2 y 3.2.3.1), lii- que independientemente de las
condiciones experimentales, las razones de conductancia y de corrients, gama,/gama,, g,/g, ¥
g9,/gama,, se mantienen relativamente constantes. Es posible postular qus gama,=g, y gama,=g,,
asl, los estados mas frecuentes de cada preparacion, es declr gama, en el caso de canales
provenientes de la preparacién hecha en ausencia de inhibidores de proteasas, y g, en el caso de
los canales provenientes de la preparacion hecha en presencia de inhibidores de proteasas,
representan dos estados conformacionales de la proteina, cuya establlizacién depende de a) la
presencia o ausencia de inhibidores de proteasas en el proceso de obtencién de membranas y b)
la concentracion de sodio. De aqul en adelante, se considera que gama, y g, comparten un mismo
mecanismo de conduccidn idnica, por esta razén, en 10s estudios que siguen a continuacién, los
valores de conductancia correspondientes a gama, y g, son agrupados en una sola familia de
resultados experimentales sin importar de cual preparacién provienen. A esta familia le llamaremos
gama,.

En la figura 3.12 resulta sorprendente que, tanto en la parte A como en la parte B, ambas

relaciones de conductancla vs. [Na'], en vez de seguir decreciendo con la concentracion ds sodio,
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parecen tener una asintota horizontal a muy bajas concentraciones. Esta clase de resultados son
tedricamente esperables sl en la superficle del canal existen cargas negativas que concentran
iones a la entrada del sistema de conduccién, pués, en este caso, la concentracion superficial de
sodio tiende a un valor minimo distinto de cero (Green y cols., 19874, Latorre y cols,, 1991). Otra
caracteristicas de los dos subestados de conductancia es que ambos poseen curvas de
conductancia vs. [Na*] con una forma similar, excepto excepto por un factor de escala que se
mantiene relativamente constante a lo largo de todo el intervalo de concentraciones estudiado.

En la figura 3.12, las lineas sobre las dos relaciones de conductancia vs. [Na®)
corresponden al ajuste del modslo de barreras mostrado en la figura 3.14 con los parametros
presentados en la tabla 3.1. Tanto para la parte A como para la parte B, las lineas discontinuas de
trazos largos corresponden al ajusts de un modelo de conduccion sn que el canal permite
ocupacion doble. Las lineas discontinuas de trazos cortos corresponden af ajuste de un modslo en
que el canal permite un solo ion y posee cagas negativas a la entrada del sistema de conduccion,
La linea continua corresponde al ajuste de un modelo en que el canal tiene cargas en la superficle

y permite ocupacion doble.

3.2.4 gama, y gama, tienen la misma razén de permeabllidades P /Py, ¥ P, /Py,

Los canales de sodio son muy permeables al [on [itio y poco permeables al ion cesio.
Dependiendo de la preparacién estudiada, los canales no modificados por BTX musestran razones
de permeabilidades P, /P, entre 0,93 y 1.1y P, /P, entre 0,013 y 0,016 (Hille, 1984), Por esta
razén, en este trabajo, Lit y Cs* fueron utlizados como sondas para dsterminar en qué se
diferencian ios sistemas de conduccion de los dos estados de conductancia gama, y gama,,

En la figura 3.13 se muestran las relaciones corriente-voltaje en condiciones blidnicas a 200
mM de concentracién de las sales de cloruro de sodio, litio y cesio. En estos experimentos el NaCl
esta presente en el lado extracelular del canal, y en el lado intracelular del canal se puso LICl o
CsCl (estas condiciones experimentales son Hustradas en la figura 3.13 como Li/Na y Cs/Na,

respectivamente).
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Flgura 3.13. Relaciones corrlente-voitaje en condiclones bliénicas.

A.- Relaciones corriente voltaje para gama, y gama, en 200 mM NaCl, Mops-NaCH 5
mM pH 7 en el lado externo y 200 mM LICl Mops-LiOH 5 mM pH 7 en el lado interno (las
actividades paraelNat y el Li* son 0.148 y 0.152 M, respectivaments). Los cuadrados blancos
corresponden a tres experimentos realizados con canales provenientes de la preparacién hecha
en presencia de Inhibidores de proteasas. Los cuadrados negros corresponden a tres
experimentos reallzados con canales provenientes de la preparacion hecha en ausencia de
inhibidores de proteasas. Las lineas continuas fueron trazadas a partir del modelo de barreras
de la figura 3.14 y los parémetros de gama, y gama, para el Na* y el Li* de Jatabla 3.2, En e
ajuste de estas curvas, los Unicos parametros ajustables fueron los valores de energia para los
picos y los pozos del LI,

B.- Relaciones corriente voltaje para gama, y gama, en 200 mM NaCl, Mops-NaOH 5
mM pH 7 en el lado extsrno y 200 mM CsCl Mops-CsCOH & mM pH 7 en el lado interno (ias
actividades para ef Na* y el Cs* son 0.148 y 0.141 M, respactivamente). Los cuadrados blancos
corresponden a un experimento realizados con canales provenientes de la preparacion hecha
en presencia de Inhibidores de proteasas. Los cuadrados negros corresponden a dos
experimentos realizados con canales provenientes de la preparacién hecha en ausencia de
inhibidores de proteasas. Las lineas continuas fueron trazadas a partir del modslo de barreras
de la figura 3,14 y los parAmetros de gama, y gama, para el Nat yelCs* delatabla3.2, Enel
ajuste de estas curvas, los parametros ajustables fueron los valores de energia para los picos y

los pozos del Cs* y los terminos de repulsidn electrostética suponiendo A =A

Ne-Na—"'Na-Cs=Pcs-Ce"
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La figura 3.13A y 3.13B musestran las relaciones corriente-voltaje en condiclones blidnicas
Li/Nay Cs/Na, respectivamente. Los valores de corriente para gama, y gama,, fueron obtenidos con
canales obtenidos de la preparaciones hechas en presencia (cuadrados blancos) y en ausencia de
inhibidores de proteasas (cuadrados negros), respectivamente, Se puede apreclar que, tanto para
la curva en Li/Na, como para Cs/Na, la forma general de las relacionas corriente-voltaje de ambas
conductancias son muy parscidas entre si, excepto por un factor de escala. La linea continua sobre
los puntos de ambos gréficos corresponde al ajuste del modelo de barreras de Ia figura 3.14 con
los parametros de la tabla 3.2 para sodio, litio y ceslo,

Para el caso del experimento Li/Na (figura 3.13A), la determinacion del potencial de
inversion para los valores de ambos estados de conductancia se hizo interpolando la curva de
ajuste del modelo de barreras al valor de voltaje para el cual 1a corriente es igual a 0 pA. Los valores
del potenclal de inversion obtenidos de esta manera son: 3,7 y 2,5 mV para gama, y gama,,
respectivamente. Los valores de la razon de permeabllidades se obtubieron a partir de la
expresion:

V. =58log [ (Py/Py.) (By/ay.) 1, (3.2)
en que V_es el potencial de inversién, Py/P, es la razén de permeabilidades entre el cation
estudiado, X* y el Na™¥, a, y a,, corresponden a las actividades de X™ y Na™, respectivamente,
Las actividades de los cationes se obtubieron siguendo la metodologia descrita en Villarroel y cols.
(1891; métodos seccién 2.5.1.3.3), Las razones de permeabliidad P, /P, para gama, y gama, son
0,80y 0,84, respectivamente.

A pesar que los valores de las razones de permeabllidad P, /P, para los dos subestados
de conductancia son cercanos a 1, las relaciones corriente-voltaje se hacen sublineales a
potenclales positivos (cuando ia corriente es llevada fundamentalmente por el Li*), esto suglere
que el ion litlo pasa a través del canal pero se queda mas tiempo retenido en su sistema de
conduccion.

Para el caso del experimento Cs/Na (figura 3.13B), alin a potenciales mayores que 120 mV,

no se registraron corrientes positivas. Por esta razdn, la determinacion del potencial de inversién se




Resultados 85

hizo extrapolando la curva de ajuste con el modelo de barreras de la figura 3,14 y calculando el
potencial al cual la corriente es cero, los valores calculados para el potencial de Inversién son 93y
92 mV, para gama, y gama,, respectivaments. La razén de permeablilidad P, /P, obtenida a
partir de la ecuacidn 3.2, para ambas conductancias es de 0.026.

Los resultados de los experimentos an condiclones bliénicas LifNa y Cs/Na muestran que
las relaciones corriente-voltaje de game, Yy gama, son muy parecidas, excepto por un factor de
escala, estos resuitados indican que las diferencias observadas entre los sistemas de conduccion

de gama, y gama,, para el Na™ tambien se observan para el LityelCs®,

3.2.6 Modelo de barreras de energfa.

Para describir los resultados de los experimentos de conduccidn se confecclond un
modelo de barreras de energla que permite calcular la corriente unitaria del canal en las
condiciones experimentales estudiadas. La metodologla con que se calcularon los valores de
corriente esta descrita en la seccion 2.5.1.3 de los Metodos y en Alvarez y cols. (1991}, Los criterios
con que se seleccionaron las caracteristicas del modelo estan descritos en la seccion 2.5.1.3.4.

Tal como se muestra en la figura 3,14, el modelo tiene tres barreras y dos pozos de
energfa, las barreras de acceso y ios pozos s8 encuentran dispuestos simétricamsnts entorno ala
barrera central, los picos de las barreras de acceso se encuentran fuera del campo eléctrico y los
pozos se encuentran a una distancia eléctrica de 0,35 de estos picos.

El modelo incorpora la posibilidad de ocupacién doble y el efecto de cargas superficiales
negativas sobre al conduccidn. La ocupacion sencilla o doble se especifica fijando al parémetro de
repulsién electrostética Ay, = 20 KT o dejandolo como parametro ajustable, respectivamente
{ver seccién 2.5.1.3.1). La ausencia o presencia de un potencial de superiicie presente en ambas
caras del canal se especiiica fijando las densidades, o, o, en 3,2 x 107 e nm2 o dejandolas

como parametros ajustables (ver secclén 2.5.1.3.2).




Figura 3.14. Modelo de barreras.

Periil de snergla para el paso de los iones a través de el canal. P,. P,y P, sonlos picos
de energfa, W, y W,,, corresponden a los pozos, El perfil mostrado (linea continua) corresponde
al subestado garna, para el 16n sodio (Tabla 3.1), pués, las diferencias con el subestado gama,
son menores a 0,5 unidades de KT y en &l dibujo estas diferencias no son apreciables. La linea
discontinua representa el cambio en el perfil de energfa para el segundo jon cuando uno de los
sitios ya esta ocupado, este perfil se calculé de acuerdo a la ecuacién 2.6. El modelo de
barreras tiens en comin para todos los iones que, la altura de los tres picos y la profundidad de
los dos valles son identicas entre s}, las posiciones de los picos y pozos son identicas para
todos [os iones.
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3.2.8.1 £/ mejor ajuste de las relaciones conductancia vs. [Na + ] se obtiena con modelos de barrsras
que incorporan ocupacién doble y la presencia de cargas negativas en la superficie del canal.

En la figura 3.12, las lineas que pasan sobre los puntos experimentales representan el
mejor ajuste del modelo de conduccidn I6nica de la seccin 3.2.6 que consiste de un sistema de
tres barreras y dos pozos de energla. Los parametros finales de ajuste se encuentran en la tabla
3.1. Ademés, como primera aproximacién al ajuste de las relaciones de conductancia vs. [Na™], se
supuso que las densldades de cargas negativas son iguales a ambos lados del canal.,

La linea de trazos cortos corresponde al mejor ajuste del modelo de barreras de la figura
3.14 en que el factor de repulsion electrostética entre dos iones se ha fljado en 20 kT (condicidn
que no permite mas de un ion en la via de conducclon). Este modelo tiene tres paramestros
ajustables: la altura de las barreras, la profundidad de los pozos y Ia densidad de carga superficial
en ambas bocas del canal, las que, en este caso, se suponen idénticas.

La linea discontinua de trazos largos muestra el mejor ajuste del modslo de barreras de la
figura 3.14 en que o se ha dejado fija en 3,2107 e'nm'2, valor que genera un potencial de superficie
despreciable. Este modelo tiene tres parametros ajustables: La altura de los picos, la profundidad
de los pozos y el factor de repulsién electrostética entre dos iones.

La linea continua corresponde al ajuste de un modelo de barreras que incluye la
posibilidad de doble ocupacién e Incluye carga superficial (esto se consigue dejando libres los
cuatro parametros ajustables)

El modelo que d& mejor cuenta de las dos familias de curvas es el modeio que incluye
carga superficlal y doble ocupacion, esto se ve reﬂejad; en los valores las sumas de cuadrados
mostrados, para cada modelo, en la tabla 3.1. Para este modelo, las diferencias entre los sistemas
de conduccidn de gama, y gama, residen fundamentaimente en la altura de los picos (ver tabla
3.1). Si se compara las diferencias entre los picos y entre los valles de gama, y gama,, para el
ajuste con carga superficial y ocupacion doble, la diferencla entre los picos de energfa es 0,49 kT,
en camblo las diferencias entre ios valles es de 0,14 kT, esto mismo de pueds apreciar tanto para el

Li*, como parael Cs™ (tabla 3.2).




Tabla 3.1

Parametros de ajuste de la relacién de conductancia vs, [Na*]

con el modelo de barreras

caso plcos pozos ANa—Na o sum. de cuadrad,
carga superf, 12,62 0,52 20,00* 0,200 0,0080
gama, dos iones 6,83 6,35 3,49 32107  0,0058
dosionssyc.superf. 8,79 -4,22 2,63 0,026 0,0023
carga super. 12,28 0,16 20,00* 0,142 0,0031
gama, dosiones 7,16 -6,39 3,05 3,2107*  0,0020
dosionesyc.superf. 9,28 -4,08 2,11 0,029 0,0013
Diferencias entre los pardmetros de gama, y gema, (P1 -P,)
carga supert. 0,34 0,68 - 0,081
P,-P, dosiones -0,33 -0,04 0,44 -
dos ionesy c.superf.  -0,49 -0,14 0,52 0,002

Los asteriscos junto a los valores indican que en el ajuste se usaron como parémetros fljos. Los
valores de energfa de los picos, los pozos y AsNa EStéN expresados en unidades de kT (el estado de
referencia es 1 molar). Los valores de o estan expresados en -e/nm?@ Y se suponen iguales a ambos
lados det canal. Los valores de la suma de cuadrados estan exprasados en pAZ,
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3.2.6.2 Ajuste de las relaciones corriente-voitaje

Para ajustar las relaciones corriente voltaje en condiclonss simétricas de sodio (figura
3.10), se dejaron fijos los pardmetros de energla (barreras, pozos y factor de repulsién
electrostética) obtenido de los ajustes de gama, y gama, de la seccion anterior, y se dejaron libres
los valores de densidad de carga superficial en ambos lados del canal para estudiar la posibilidad
de que las densidades de cargas superficiales sean diferentes a ambos lados del canal, En la
figura 3.11 la linea continua sobre las relacicnes corriente-voltaje, reprasenta los valores obtenidos
del ajuste del modelo de la figura 3.14 con los pardmetros de la tabla 3.1, A partir del gjuste de
relaciones corriente-voltaje a baja concentracién de sodio, como las obtenidas en Na* 2 mM, se
puede estimar la densidad de carga superficial para cada cara del canal, Los parametros de las
densidades de carga superficial obtenidos para las caras intracelular y extracelular del canal se
muestran en la tabla 3.2, Los resuitados de este tipo de ajuste muestran que, tanto para gama,,
como para gama,, la densidad de carga superficial es aproximadamente dos veces mayor en el
lado externo del canal.

Cuando dos especles idnicas distintas pueden ocupar un canal que permite ocupacion
doble, es necesario especificar un factor de repulsion electrostatica, entre lones de la misma
especie y entre iones de especies diferentes.

Por simplicidad, para realizar los ajustes de las relaciones cortlente-voltaje de los
experimentos en condiciones biiénicas Li/Na de la figura 3.13a, para gama, y gama,, los factores
de repulsién electrostética se dejaron iguales (A, = A, . = Ayane)- ENOs fueron fijados a los
valores de Ay, .., obtenidos de los ajuste de las relaciones de conductancia vs. [Na*] para gama,
y gama,, Por o tanto, en estos ajustes, se dejaron solo dos pardmetros libres, la altura de las
barreras y la profundidad de los pozos para el ion litio. Como resultado de estos ajustes, tanto para
gama,, como para gama,, los parametros de conduccién para él Na* son los que se muestran en
la tabla 3.2, E! ajuste de estos resultados, Indican que, al igual que para ei Na*, para el Li*, las
diferencias entre los parametros de energla de los sistemas de conduccién de gama, y gama,

residen fundamentaimente en Ia altura de las barreras (tabla 3.2).




Tabla 3.2

Pardmetros de ajuste derivados de los valores de la tabla 3.1 y de las relaciones
corriente-voltaje en condiciones biiénicas y simétricas de sodio.

fon picos pozos Ay x O, O, relacién |-V

Lt 9,11 -5,08 2,36* 0,041* 0,023* Li/Na
gama, Na®  883*  -4,25% 2,36* 0,041* 0,023*  Na/Na

Cs™ 1244 -1,64 0,64 0,041* 0,023% Cs/Na

L+ 9,58 4,82 2,36* 0,041* 0,023* Li/Na
gama, Na*  9,28* -4,00* 2,36* 0,041 0,023 Na/Na

Cst 1297 2,10 0,75 0,041* 0,023* Cs/Na

Diferencias entre los pardmetros de gama, y gama, (P, - P,)

L+ -0,47 -0,26 0,00
PP, Na® -054 0,25 0,00
Cs* 0,53 0,46 -0,11

Los valores de energfa de los picos, de los pozos, de AN oy Y d8 Ax-x estén expresados en
unidades de kT. Ei estado de referencia es 1 Molar. Los valorss de 0, Y 0., corresponden a la densidad
de cargas negativas presente en las caras Interna y externa del canal, respectivaments, estos valorss
estan expresados en -e/nm®, El valor de A aNa = 236 KT corresponde al promedio geométrico de los
valores de A, . de la tabla 3.1, fijando este valor se ajustaron nuevamente las relaciones de
conductancia vs. ﬁ\la+] para gama, y gama, dando resultados levemente difsrentes alos de la tabala
3.1, estoa resultados se usaron como parémetros fijos en el ajuste de las relaciones corrients-voltaje.
Los ajustas de las relaclones corriente-voltaje se hicieron dejando libres entre cero y cuatro pardmetros
(los parametros fijos son indicados por un asterisco). Las relaciones -V Na/Na corresponden a los
resultado mostrados en la figura 3.11, las relaciones Li/Na y Cs/Na corresponden a los resultado
mostrados en la figura 3.13.
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A diferencia de los experimentos blionicos Li/Na, en el que todos los pardmetros de
repulsion electrostatica se dejaron fijos e Iiguales, tanto para gama,, como para gama,, no fué
posible obtener ajustes razonables de las relaciones corriente-voltale de los experimentos en
condiciones biidnicas Cs/Na, a menos que los pardmstros de repulsion fueran dejados libres. Por
esta razén, en los ajustes de las relaciones corrisnte-voltaje de la figura 3.13B, se dejaron tres
parametros ajustables, la altura de las barreras y la profundidad de los pozos para &l Cs™, los
factores de repulsion electrostética se dsjaron Iguales (Ace.ce= Ce-Na—PNa.na)» PEFO 8lustables.
Los pardmetros de conduccién para el Na*t se fijaron en los valores indicados en la tabla 3.2, Al
igual que los resultados para los iones litio y sodlo, el ajuste de las relacionss corrlente-voltaje de
los experimentos Cs/Na, indican que, las diferencias entre los par&metros de energia de los
sistemas de conduccion de gama, y gama, residen, en el caso del ion cesio, fundamentaiments en

la altura de las barreras (tabla 3.2),

3.2.7 Predicclones del modelo de barreras.

Del ajuste de los resultados de Ia figura 3.13 se desprenden dos afirmaciones que pueden
ser usadas como hipétesis de trabajo:

1.- El sistema de conduccién del canal permite ocupacién miiltiple y .- es afectado por un
potencial generado por cargas negativas en la superficie de él.

Para apoyar estas afirmaciones, que resultan del ajuste de las curvas de conductancia vs,
[Na*], es necesario hacer experimentos para combrobarlas. En esta seccion se describen los
experimentos que se hicieron a partir de las dos hipétesis descritas anteriormente.

Las diferencias entre los sistemas de conduccién de gama, y gama,, son explicables por un
cambio en la altura de las barreras de energfa. El mecanismo de transporte de lones en ambos
estados de conductancia es el mismo (ocupacion doble y cargas supsficiales). Bastara entonces
demostrar que las hipdtesis de trabajo son vélidas para uno de los dos estados de conductancia.
En lo que sigus, con el objetivo de probar las hipotesis de trabajo | y II, se muestran experimentos

realizados con los canales provenientes de la preparacion hecha en presencla de inhibidores de
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proteasas.

3.2.7.1 El blogueo a bajas concentraciones de Na™ no es explicado por una simple isoterma de
inhibicion,

Si un lon puede entrar al sistema de conduccion del canal, pero no puede ser transportado
através de él, entonces este ion Impedira transporte de Na™ convirtiendose en un bloqueador. Por
otra parte, si en la superficie del canal existen cargas negativas, los cationes se acumularén a la
entrada dsl sistema de conduccién, A bajas concentraciones iénicas (a las cuales el potencial de
supericie es mayor), la efectividad del blogueo por un catién no permeable deblera ser mayor que
la predicha por una simple isoterma de inhibicién (MacKinnon y cols., 1989). Ademas, el efecto
inhibitorio debiera ser muy dependients de la valencla de los cationes usados (ecuaclén 2.7).

Puesto que de laforma de las ralaciones corriente-voltajs a bajas concentraciones de Na™
se Inflere que la densidad de cargas negativas es mayor en el lado externo del canal (seccién
3.2.6.2), para estudiar el efecto de cargas de superficie sobre 8! bloqueo, los expsrimentas que se
describen a continuacion se realizaron poniendo el ion bloqueador en el lado externc del canal,
Estos experimentos se hicieron en presencia de Na* 200 mM en el lado interno, y Mops-NaOH 5
mM en el lado externo,

El Cs" es un ion que posee baja afinidad por el canal y es poco permeante (sscciones
3.2.4,3.2.6.2y tabla 3.2). Entonces, a baja concentracién iénica, cuando el potencial de supericie
es mayor, el efecto Iinhibitorio, por acumulacién de Cs™ en la boca externa del canal deblsra ser
mas notorio. La figura 3.15A muestra la corriente a 0 mV como funcién de la concentracién externa
de Cs*. La linsa punteada corresponde af ajuste de minimos cuadrados de una isoterma de
inhibicién en que el potencial de superficie, ¢, es 0, es decir, el canal no presenta cargas negativas
en la superficie (ver metodos, seccién 2.5.1.4, scuaciones 2.9 y 2.10), la constants de disoclacién
del proceso de bloqueo, K, s 62 mM. La linea discontinua corresponde al ajuste de una isoterma
de inhibicion alterada por la presencia de un potencial superficial generado por cargas negativas

en la cara externa del canal (ecuacién 2.9). Para hacer este ajuste, el valor de o, erafijado en




Flgura 3.15 Bioqueo a bajas concentraclones de sodlo.

A.- Inhibicién de corrientes por Cs™. El gréfico resume dos experimentos con més de
cuatro canales en la bicapa, los expsrimentos se hicieron en 200 mM Na*, Mops-NaOH 5mM
pH 7 en el lado cis de la camara, y 5 mM Mops-NaOH en el lado trans. Para estar seguros de
que todos los canales registrados estaban exponiendo &l lado externo hacla el lado trans, se
pusoc TTX 1 uM en sl lado cis. La corriente se midié a 0 mV. La linea punteada fue trazada a
partir de las ecuaciones 2.9 y 2.10. Los parémetros son: l,=1.26 pA, 0 = 0,0 -e/nm?, K, =62
mM. La linea continua fue trazada con ¢ = 0,103 -e/nm° y Ky =733 mM. La lnea discontinua
fue trazada con o = 0,041 -e/nm?y K, = 377 mM.

B.- Inhibicién de corrientes por Ba™* y Mg**. El gréfico resume un experimento con
Ba** y uno con Mg*™, en ambos experimentos habfa més de cuatro canales en la bicapa. Las
condiciones idnicas son idénticas a las dsl panel A, excepto por los cationes divalentes en vez
de Cs*. Las lineas fueron trazadas con las ecuaclonses 2.9 y 2.13. La linea discontinua fue
trazada con; lo =126pA,o=00 -o/nm? y KD = 3,2 mM. Lalinea continua fue trazada con o =
0,041 -e/nm®y K, = 22 mM,
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0,041 enm (tabla 3.2) y el valor obtenido de Kp fué 377 mM. La iinea continua corresponde al
mejor gjuste de la ecuacién 2.8 con o_ ¥ K, como parametros ajustables, los valores obtenidos
parac,, y Kyson 0,103 enm> y 733 mM, respectivamente.

Stlos lones en solucién se distribuysn de acuerdo a una relacién de Boltzmann {métodos,
seccion 2.5,1,3.2), a un potencial de superficle dado, la concentracién de cationes divalentes sera
o® veces mayor que [a concentracion de iones monovalentes, por lo tanto, la efectividad del
bloqueo por cationes divalentes deblera ser aproximadamente un orden de magnitud mayor que la
de los cationes monovalentes.

La figura 3,15B muestra la corriente a 0 mV como funcién de la concentraclones de Ba** y
Mg*™ en el lado externo. La linea continua fué trazada con la ecuacién 2.9, con g, = 0,041 enm’<,
y K, = 22mM. Para soluciones compuestas de mezclas de cationes monovalentes y divalentes, la
ecuacidn 2.8 no es aplicable para el calculo de ¢, por esta razén, el valor ¢ fué aproximado con la
expresion 2.13. La linea discontinua corresponde al ajuste de una Isoterma de inhibicién en que
¢=0, el valor obtenido de Ko es 3,2 mM. Estos resultados sirven para llustrar que el efecto
inhibltorio por los cationes divalentes es mayor que con cationes monovalentes, por otra parts, las
caracteristicas del biequeo por los dos cationes divalentes son similares,

De los resultados de 1a figura 3,15 queda claro que Ia inhibicién por Cs*, Bat* y Mg** no
puede ser descrita con una isoterma simple de inhibicién y, en cambio, pusden ser
adecuadamente descritos cuando se supons la existencia de un potencial de superficie generado

por cargas negativas en la superficie externa del canal,

3.2.7.2 El canal de sodio permite ocupacién miltiple.

El nimero de iones que puede ocupar simultaneamente el sistema de conduccién de un canal
determina el comportamiento de la conductancia del canal cuando esta es medida en mezclas de
dos diferentes iones permeantes. Para un canal cuyo sistema de conduccién sélo permite un ion,
se espera que la conductancia camble monotonicamente con la fraceldn molar de las dos especies

I6nicas permeantes. Sin embargo, sl la relacién conductancia-fraccién molar tiene un méximo o un




Flgura 3,16. Efecto anémalo de la fracelén molar.

A.- Relaciones corriente-voltaje para el mismo canal a tres valores de f, La concentracién
de sal fue mantenida constante en 200 mM Mops-XOH 5 mM pH 7. Este experimento se
desarrolld incorporando el canal en 200 mM NaCl Mops-NaOH 5 mM pH 7 {f = 1,0), luego se
perfundieron ambos compartimientos de la cdmara con una solucién 200 mM LICI Mops-LiOH 5
mMpH 7 (f = 0,0) y dos veces se remplazé un volumen de 200 ul de solucién 200 mM LiCI
Mops-LIOH 5 mM pH 7 por 200 gl de 200 mM NaCl Mops-NaOH 5 mM pH7 (f = 0,12). Los
valores de conductancia en el intervalo + 30 mV son: 18,1, 10,0y 9,5pSaf= 1,0,f = 00yf=
0,12, respectivamente,

B.- Relacién entre la corriente medida a -80 mV y Ia fraccién molar f para 4
experimentos. El vaior minimo en la corriente se encuentraenf = 0,12 y es de 0,46 pA. La linea
continua fue trazada a partir del célculo de la corriente a -80 mV con el modelo de barreras de ja
figura 3.14, los parametros de energfa y de densidad de carga supsriicial usados se encuentran
en la tabla 3.2, en este caso Alyr = Anans = 236 KT. La linea discontinua corresponde al
célculo de la corriente con Anane =236KTYA |, = 1,48KT.
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minimo es posible afirmar que el canal puede admitir ocupacién mltiple (Hille, 1984; Hess y Tsien,
1984; Eisenmanny cols., 1986; ver seccién 1.2.1.2).

Para probar la existencia de ocupacién mdltiple en el canal de sodio modificado por BTX,
se hicieron experimentos de medicion de la conductancia a distintas fracciones molares sodio-litio,
a concentracion idnica constante. En la figura 3.16 se muestran los resultados que resumen estos
experimentos. La figura 3.16A muestra relaciones corriente-voltaje para un mismo canal a
diferentes fracciones molares Na-Li (f) y a concentracién idnica constante (200 mM). Lo maés
notable de esta figura es que muestra que la corriente (a un potencial dado) en una mezcla de Na-
Li (f= 0,12) es menor que en una solucién de 200 mM Li* (f=0). A potenciales negativos, tal
caracteristica es muy notdria, pero, a potenciales positivos, ella no se aprecia claramente. La figura
3.16B se muestra un resumen de varios experimentos a distintas fracciones molares de sodio. En
esta figura se grafica la corriente unitaria a -80 mV en funcién de f. Estos experimentos muestran
que el minimo en la corriente se encuentra en el punto correspondiente a f=0,12. Estos resultados
no pueden ser explicados por un modelo de conduccién que no permite ocupacion muitiple.

En la figura 3.16B, la linea continua corresponde a la prediccién del modelo de barreras
cuando se usa el factor de repulsién electrostética A,.; Que se ocupd para el ajuste de la relacién
corriente-voltaje en condiciones biinicas Na/Li (ALl = ANana = 236 KT). La linea discontinua
corresponde a la prediccién del modelo de barreras cuando el factor A_._; s el obtenido a partir
del ajuste de la relacién corriente-voltaje en 160 mM Li* (Au-u = 1,48 kT). En estos dos casos se
aprecia claramente el modelo de barreras falla en predecir la existencia de un minimo en la relacién

de conductanciavs. f.




Resuftados 100

3.3 Caracteristicas cinéticas del canal de sodio modificado por BTX.

Uno de los objetivos de este estudio fue determinar la existencia de cargas filas qus
generen un potencial de superficie que afecte el comportamianto cinético del canal, para esto, sg
estudié el efecto de los camblos de concentracién de sodio sobre las constantes cinéticas dsl
proceso de apertura y cierre. Por ofra parte, para determinar el efecto de la BTX y de los cambios
en la coneantracion de sodlo sobre la cinética del canal, es necesarlo establecer un rmodslo que
explique el comportamlento cinético del canal modificado por BTX. As, otro de los objetivos de este
estudio es probar si el comportamiento cinético de los canales modificados pusde ser explicado
con modelos lineales, como sl del esquema 1.7, o ciclicos como el propuesto por Tanguy y Yeh
(1988; esquema 1.8, introducciédn, seccién 1.3.4).

En las secclones 3.3.2 a 8.3.4 se describs el efecto del voltaje y de la concentracién de
sodio sobre la cinética de apertura y clerre del canal de sodio modificado por BTX, En las
secciones 3.3.5283.3.8 se describen los pasos que se dieron para construir un modslo cinético del
canal de sodio modificado por BTX. En estos estudios, los experimentos fueron hechos con los
canales de la preparacién hacha en presencia de Inhibidores de proteasas, (gama1) pues, dada la
mayor conductancia de estos canales, la resolucion de las corrientes es mejor que con los canales
de la preparacién hecha en ausencia de inhibidores de proteasas {gama,). En la titima secci6n
(8.3.9) se muestra una comparaci6n, en términos cinéticos, entre los canales provenientes de

ambas preparaciones (gama, y gama,).

3.3.1 Examen de establlldad de los reglstros.

Las proteinas sufren cambios conformacionales cuyas duraciones promedio van desde jos
picosegundos hasta las horas (Lelbovitch y cols., 1987). El estudio cinético de un canal iénico est&
limitado a la fraccién de esos cambios conformacionales que son relevantes para las transiciones
ablerto-cerrado y que, ademas, sucedsn dentro del intervalo de tiempo que queda delimitado por,
la resolucién temporal del sistema de registro y por la duracién del experimento. Sin embargo, en

muchos canales registrados, tanto en células como en bicapas, se han observado cambios
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repentinos en el comportamiento cinético del canal (cambios de marcha), Estos fenémenos se han
descrito, por ejemplo, en el receptor de glutamato (Gration y cols., 1981) en el canal de potasio
activado por calclo (Moczydlowski y Latorre, 1983b; Methfessel y Boheim, 1982), en el canal de
sodic modificado por BTX del masculo de rata (Moczydlowski y cols., 1984a) y en canal ds calcio
tipo L de corazon (Hess y cols,, 1984). Estos camblos generalmente consisten en dezplazamientos
en el tiempo de Ia probabilidad de encontrar el canal ablerto, es decir el comportamiento cinético
de los canales no se muestra estaclonario, En comparacion con la cinética de apertura y cisrre, la
frecuencia con que estos fenémenos ocurren durante el registro de canales es muy baja, y porlo
tanto, no es posible estudiarlas sistematicamente. Por esta razén, en esta tesis, el estudio de las
caracteristicas cinéticas del canal se limité a aquelios registros que durante el intervalo de tiempo
que durd el registro actividad no mostraron cambios de marcha.

Para medir la estabilidad de los registros de corriente, se examiné la variacién de Po como
funcién del tiempo. Esto se hizo tomando intervalos consecutivos de un segundo cada uno, y se
midio Po dentro de cada intervalo. En la figura 3.17A se muestra la historla de fluctuacionss ds Po
de un canal en funcion del tiempo a tres voltajes distintos, -120, -112y -97 mV, representados por
circulos negros, circulos blancos y tridngulos negros, respactivaments, la linsa continua que pasa
por cada grupo de puntos corresponde al valor promedio de Po durante el registro, De acuerdo a
los resultados illustrados en la figura 3.4 se observa que los valores de Po son mayores a
potenciales menos negativos, Ademas, se observa que las fluctuaciones del valor de Po son
menores cuando el valor promedio de Po es cercano 2 1 0 0O (por ejemplo, -97 y -120,
respectivamente). A falta de un criterio estadistico para evaluar si ios camblos de Po ¢on el tiempo
que se musstran en la figura 3.17A son posibles dentro de un régimen estacionario, se
construyeron registros simulados con el modelo If {seccién 2.5.2.5) para cada potencilal yseles
someti6 al analisis de estabilidad. Las constantes cinéticas usadas para estas simulaciones son
tomadas, para cada potenclal, de los resultados que se muestran en la figura 3.28A. Ei resultado
del analisis de los registros simulados se muestran en la figura 3,178, on ellos se aprecia que, las

oscilaciones en el valor de Po son menores cuando el valor promedio de Po es cercano a 1 0 0. asf
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Figura 3.17. Examen de establildad de Po en funclén del tlempo,

En ambos paneles, los circulos negros, circulos blancos y trlangulos nasgros
representan -120, 112 y -97 mV, respectivamente, Para sl célcuio de los valores de Po en el
tiempo, el registro de corrlente se divids en sectores de un segundo, se calcula la fraccién del
tiempo en que &l canal est4 ablerto. Todos aquellos sectores en que se dstectaron eventos
cerrados de duracién mayor que 200 ms no fusron graficados. La linea continua sobre cada
poblacidn de valores corresponde a promedio de Po a cada voltaje sobre todo e registro de
corriente

A.- Examen de establlidad da los registros de corriente de un canal a tres potenciales
diferentes, Los valores de Po a =120, -112 y -97 mV son 0,24, 0,52 y 0,74, Las duraciones de
cada registro de Po corresponds a la duracién dal registros de corrlente a cada voltaje,

B.- Examen de establilidad de un registro simufado con el modelo Il a tres voltajes
diferentes. Las constantes cinéticas usadas para simular los registros fueron tomadas de ios
valores graficados en la figura 3.32. Para los voltajes -120, 11§ y -897 mV se usaron jas
constantes determinadas a partir del ajusts de las distribuciones ds |a figura 3.28A. Los valores
promedio de Po a-120, -112y -97 mV son 0,25, 0,47y 0,75,
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mismo, la amplitud de las oscilaciones, a cada potencial, es similar a la de los registros
experimentales. Por estas razones, a partir de resultados como los de la figura 3.17 se puede
concluir que las oscilaciones de Po observadas experimentalmente son posibles dentro de un
régimen estacionario.

En esta parte del trabajo, de cinco experimentos en que se estudié el efecto del potencial
en Na* 200 mM a ambos lados del canal, en tres de ellos los registros de Po en funcién del tismpo
a cada voltaje no fueron considerados estables en el tiempo. Los tres experimentos hechos en
NaCl 3 M fueron considerados estables. Puesto que el andlisis cinético que se desarrolla a
continuacion no es aplicable a registros que no son estacionarios (Colquhoun y Sigworth, 1983;
Blatz y Magleby, 1986b), el andlisis detallado del efecto del voltaje que se desarrolla a continuacién,
se realiz6 a partir de los dos experimentos estables en Na* 200 mM y de los tres experimentos en

Na* 3M.

3.3.2 La cinética de los canales de sodio depende de la concentraclén de sodio.

En el axén de calamar, el aumento hasta 50 mM en la concentracién de cationes divalentes
en el medio externo desplaza la curva de activacién entre +8 y +15 mV (Frankenhauser y
Hodgkin, 1957; Gilly y Armstrong, 1982). En el musculo esquelético de rana, el aumento de la
concentracion externa de calcio desde 2 a 40 mM desplaza la curva de activacién en +30 mV
(Hahin y Campbell, 1983). Resultados similares a estos se han encontrado en canales tratados con
BTX incorporados a bicapas (Cukierman y cols., 1988; Behrens y cols., 1989). Para explicar el
efecto de los cationes divalentes sobre la cinética de los canales de sodio, Frankenhauser y
Hodgkin (1957) propusieron que en la superficie externa del canal existen cargas negativas que
generan un potencial de superficie, asi, la diferencia de potencial eléctrico que siente el sistema de
compuertas del canal corresponde a la suma del potencial superficial y el potencial aplicado. En
consecuencia, el efecto de los cationes divalentes sobre la cinética del canal consiste en reducir el
potencial de superficie (MacLaughlin, 1989; Latorre y cols., 1991) y por lo tanto modifican el campo

eléctrico que gobierna al mecanismo de compuestas del canal.
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Si el efecto de los cationes divalentes sobre la cinética del canal se debe a la modificacién
del potencial de superficie, entonces, todos los pardmetros que describen el comportamiento
cinético del canal deben desplazarse de la misma manera en el eje del potencial. El resultado mas
concluyente que muestra la presencia de un potencial de superficie que modula la cinética de los
canales de sodio ha sido obtenido ha sido obtenido por Hahin y Campbell (1983) en los canales de
Na™ de musculo esquelético de rana. Estos autores observaron que, tanto la cinética de activacion,
como la de inactivacion de las corrientes macroscépicas y de desplazamiento de cargas de
compuerta (‘gating currents’) se desplazan en el eje del voltaje en la misma magnitud que la curva
de activacién (+30 mV) cuando la concentracién externa de Ca™ * es elevada de 2 a 40 mM. Sin
embargo, en este trabajo no se clarifica si el potencial de superficie es originado por cargas
presentes en el canal o en los lipidos de la membrana del musculo.

Para estudiar el efecto del potencial de superficie sobre la cinética del canal de sodio
modificado por BTX, y para determinar si las cargas que generan el potencial de superficie se
encuentran en la proteina-canal o la membrana, en esta tesis se estudié el sfecto de elevar la
concentracién iénica en ambos lados del canal. Este estudio se hizo modificando las
concentraciones interna y externa de Na*, pues, los cationes divalentes como el Ca** o zn*+
reducen notablemente la conductancia del canal (Cukierman y cols., 1988; Behrens y cols., 1989),
y por lo tanto, deterioran la resolucién temporal del registro de corriente. Por otra parte, puesto que
las bicapas de fosfatidiletanolamina en que los canales fueron incorporados son neutras a pH 7
(McLaughlin y cols,, 1971), cualquier desplazamiento de la curva de activacién en el eje del
potencial como resultado de la modificacién de la fuerza iénica del medio sélo puede ser atribuido

a cargas presentes en la superficie del canal y no en los lipidos.

3.3.2.1 Al bajar la concentracién de sodio en el lado interno del canal la curva de activacién se
desplaza a potenciales menos negativos.
Si en la superficie del canal existen cargas negativas, al cambiar la concentracién iénica en

alguno de los lados del canal, se produciré una diferencia de potencial entre los dos extremos del




Flgura 3.18. Efecto de balar la concentraclén de sodlo en el lado Interno del canal,

A.- Registros de corriente de un canal en presencia de Na* 200 mM en el lado externo y
Mops-NaOH 5 mM pH 7 en el Jado Interno. Los nlimeros al costado izquierdo de los registros
corresponde al potencial aplicado en mV. La linea horizontal al extremo derecho de cada
registro indica el nivel de corriente correspondiente al canal cerrado. [BTX] = 100 nM. Fiitro 300
Hz (-3 dB).

B.- Po vs. voltaje. Los valores de Po se calcularon excluyendo todos los eventos
cerrados con duracién superior a 200 ms. La linea continua fue trazada a partir de la ecuacién
3.1 con los valores de Vo, ny P o iguales a -38 mV, 2,8 y 0,92, respectivaments. La lfnsa
discontinua corresponde al ajuste de la curva de activacién de los experimentos hechos con los
canales provenientes de la preparacién hecha en presencia ds inhibldores de proteasas en Na™*
200 mM en ambos lados del canal (figura 3.4).
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canal que se sumard a la diferencia de potencial aplicada. En la figura 3.18A se musstran registros
de un canal a diferantes voltajes. Estos experimentos se hicleron en 200 mM de sodio en e! lado
extracelular del canal y Mops-NaOH 5 mM en el lado intracelular, La linea horizontal al costado
derecho de los registros indica el nivel de corriente del canal cerrado, los valores del voltaje
aplicado estan indicados en el extremo izqulerdo cada registro. Si se compara sesta figura con la
figura 3.4 se pueds apreciar que, el Intervalo de voltajes al cual se produce la mayor variaclén en
Po se encuentra a potenciales negativos considerablemente menores que cuando la concentracién
de sodio es 200 mM en ambos lados det canal. Esto se aprecia mejor en la figura 3.18B en que se
grafica Po en funcién del voltaje en las condiciones idnicas mencionadas previamente. La linea
continua representa el ajuste de fa ecuacién 3.1 a los valores graficados. Los pardmetros de ajuste
para esta curva fueron Vo = 35,0 mV y n = 2,0, Para dos experimentos como aste, los promedios
de Voy nfueron de 47,0 + 11,3y 2,8 + 1,1, respectivamente.

Comparados con los resultados obtenidos en Nat 200 mM mostrados en la figura 3.4,
estos resultados Indican que la curva de activacidn de los canales se ha desplazado = +60 mV.
Elos pueden ser explicados suponiendo que, al menos en la cara interna del canal existen cargas
negativas que generan un potencial de superficie y, que a 5 mM Mops-Na en el lado interno y 200
mM de sodio en el lado externo, la diferencia entre los potenclales de superficies de las caras
interna y externa del canal es = -60 mV, Por esta raz6n cuando el potencial aplicado es de -40 mV,
el sistema de compuertas del canal slente un potencial que en 200 mM en ambos lados del canal

simétrico de sodio es equivalents a-100 mV.

3.3.2.2 Al aumentar la concentracién de sodio en ambos lados del canal la curva de activacién se
desplaza hacia potenciales menos negativos.

Si las dos caras del canal estuvieran igualmente cargadas, entonces, al cambiar
simétricamente la concentracién i6nica en ambos lados del canal, no se espera un corrimiento de
la curva de activacion en el efe det voltaje, pues, el efecto de encubrimiento de cargas por los

contraiones debiera ser el mismo para ambas caras del canal. Por otra parte, si la densidad de
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cargas superficiales es diferente en las dos caras del canal, al cambiar la concentracién idnica en la
misma cantidad en ambas caras del canal,la curva de activacion se desplazara en sl eje del voltaje
{Cuklerman y cols., 1988}, puses, el efecto de encubrimiento de cargas seré mayor en la cara més
cargada, y por lo tanto, el potenclal de superficie serd mas afectado donde hay mayor densidad de
cargas (Latorre y cols., 1991). Por ejemplo, sl la densidad de cargas negativas es mayor en la cara
externa del canal, al aumentar la concentracion I6nica, la curva se desplazaré hacla potenciales
positivos, pues, la reduccion en el potencial de superficle (que es negativo) serd mayor en el lado
externo, y esto es equivalsnte a hiperpolarizar al canal,

La figura 3.19A muestra varios registros del mismo canal en Na* 3 M en ambos lados del
canal a distintos potenciales. En esta figura, la ilnea horizontal a la derecha de cada registro indica
el nivel de corriente correspondiente al canal cerrado. El potencial aplicado esta indicado a la
izquierda de los registros. En ellos se aprecia que la fraccidn dsl tiempo en que el canal se
encuentra abierto depende del potencial aplicado. Al comparar estos registros con los de Ia figura
3.1 y 3.2 se aprecia que a potenciales equivalentes, en 3M sodio, la probabilidad de encontrar g
canal abierto es menor, por ejemplo, en el registro de la figura 3.2B a -90 mV, el canal se encuentra
la mayor parte del tiempo en el estado ablerto, en camblo, en el registro de esta figura a 3.19A el
canal se encuentra practicamente todo el tismpo cerrado.

En la figura 3,19B se muestran las curvas de activacién de siete experimentos echos a tres
diferentes concentraciones de sodio, 0,5 (n=2), 1,0 (n=2) y 3,0 (n=3) M NaCl (representados con
cuadrados blancos, circulos blancos y estrellas, respectivamente). Las lineas continuas sobre los
valores experimentales corresponden al ajuste de la ecuacidén 3.1. La linea discontinua
corresponde al ajuste de la curva de activacion de los experimentos hechos con los canales
provenientes de la preparacién hecha en presencia de inhibidores de proteasas en Na®™ 200 mi
en ambos lados del canal. Es interesante notar que las curvas de activacidn de todos los
experimentos caen en la misma region del gréfico, y la dispersién en los valores de Po es
notoriamente menor que en Na* 200 mM en ambos lados del canal, por esta razén, a todos los

resultados se les ajust6 la ecuacién 3.1 usando, los valores promedios de n'y Vo calculados, y de




Figura 3.19, Efecto de sublr Ja concentracién de sedio en ambos lados del canal,

A.- Registros de corriente de un canal en presencla de Na* 3,0 M en ambos lados dal
canal. Los nimeros al costado izquisrdo de los registros corresponde al potencial aplicado en
mV. La linea horizontal al extremo derecho de cada registro indica el nivel de corrente
correspondiente al canal cerrado. [BTX] = 100 nM. Filtro 300 Hz (-3 dB).

B.- Po vs. voltaje. Esta figura representa el resumen de slete experimentos en altas
concentraciones de sodio a ambos lados del canal: 0.5, 1,0 y 3,0 M, representados por
cuadrados blancos, cfrculos blancos y asteriscos, respectivemente. Los valores de Po se
caicularon excluyendo todos los eventos cerrados con duracion superior a 200 ms, La linea
continua corresponde al mejor ajuste de la ecuacién 8. 1, los valores de Vo, n y P, ax SON -62,6
mV, 2,91 y 0,90, respectivamente. La linea discontinua corresponde al gjuste de la curva de
activacion de los experimentos hschos con los canales provenientes de la preparacidn hecha
&n presencta de Inhibidores de proteasas en Na™ 200 mM en ambos lados del canal (figura 3.4),
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P max Medidos, de todos los experimentos. Estos valores son: n=2,91 + 0,66 (n=7), Vo = 626 =
3.0mV(n=7)y Pmex = 0,90 + 0,05.

Con respecto al valor de Vo de los experimentos hechos en NaCl 200 mM en ambos lados
del canal (Vo=-110 mV), el desplazamiento en =+50 mV en el eje del voltaje, indica que la
densidad de cargas negativas es mayor en la superficie externa que en la interna del canal. Por
otra parte, dado que las curvas de activacion en 1,0y 3,0 M estan en la misma regién del potencial,
es posible proponer‘que a partir de 1 M la diferencia entre los potencial de superficie en ambos

lados del canal es despreciable.

3.3.3 Distribuclones de tiempos de permanencla.

Para interpretar el efecto del voltaje sobre la cinética del canal, es necesario analizar las
distribuciones de los tiempos de permanencia, pues, el nimero de componentes exponenciales de
las distribuciones de los tiempos de permanencia en los estados abierto y cerrado, especifica el
nimero minimo de estados abiertos y cerrados del esquema cinético que explique el efecto del
voltaje y de la concentracién de Na* sobre el comportamiento cinético del canal (Colquhoun y

Hawkes, 1981; 1983).

3.3.3.1 Los canales de sodio modificados por BTX poseen a lo menos dos estados cinéticos
abiertos.

En la figura 3.20 se muestran distribuciones de los tiempos de permanencia en el estado
abierto de un canal en Na* 200 mM, a cuatro potenciales aplicados diferentes. Los histogramas de
duraciones se construyeron dividiendo el eje del tiempo en intervalos que crecen
exponencialmente (ver seccion 2.5.2.1). La ordenada est4 representada con una coordenada que
corresponde a la raiz cuadrada de el nimero de eventos en cada intervalo. En este tipo de
representacién, cuando una distribucién est4 formada por un solo componente exponencial, la
posicion en el eje del tiempo del mé&ximo de la distribucién coincide con el tiempo promedio de la

distribucién, por esta razén, si la distribucién de tiempos de permanencia contiene dos o mas
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componsntes, es posible esperar uno 0 méas méaximos en la distribuclén (Sigworth y Sine, 1987),

A pesar de que en todas las distribuciones de tiempos de permanencia en el estado
ablerto se observa un solo maximo, la forma de ellas se aparta de lo que se espera de la
distribucion de un solo componente exponencial. Por esta razén fue necesario ajustar las
distribuciones con una expresién de la ecuacién 2.16 que corresponde a la suma de dos
componentes exponenciales. En la figura 3.20, la linea continua corresponde al ajuste de méxima
verosimilitud de {a funcién 2,16 evaluada sobre las distribuciones. Las lineas discontinuas,
representan la participacién de cada uno de los dos componentes exponenciales en la
distribucién. Los valores de los parémetros de ajuste de todas las distribuciones estan en Ia
leyenda de la figura.

Para todos los voltales {indicados, en mV, en el extremo superior derecho de cada cuadro),
los valores de la verosimilitud de los ajustes de la funcidn 2.16 con dos componentes
exponenciales fueron significativamente mejores que los valores ds verosimilitud de los ajustes con
un solo componente. Por efemplo, en [a distribucion en que se presenta una mayor superposicién
los dos componentes exponenciaies (-97 mV), los valores del logaritmo de las verosimilitudes, L{8),
para el ajuste con uno y dos componentes son 2611,74 y 2600,07, respectivaments, el valor de Chi
cuadrado evaluado sobre la diferencia en los valores de L(6) es 23,34 (P << 0,005, ver métodos
secclon 2.5.2.2). Por lo tanto, el ajuste de esta distribucion con dos componentes exponenciales es
significativamente mesjor que con una exponencial. Operando de la misma manera sobre la
distribucion a -120 mV {que muestra la mayor separacion entre los dos componentes), el valor de
Chi cuadrado para las diferencias entre los valores de L(6) para uno y dos componentes
exponenclales es 143,75 (P << 0,005). A los componentes de mayor y menor duraclén les

tamaremos O, y O,, respectivamente (*).

] En este experimento, a -112 mV el ajuste con tres exponenciales es significativamente mejor
que con dos exponenciales (Chi cuadrado > 599; p < 0,05). Pero en tal ajuste, el tercer
componente (26 ms) tiene un area de 0,011, lo que en este experimento corresponde sdio a 30
eventos, indicando que, si bién, el canal puede tener més de dos estados abiertos, el tercer
componente no se expresa a todos los voltajes y ademds representa una fraccién infima de todos los
eventos.




Figura 3.20 Distrlbuclones de los tlempos de permanencla en el estado ablerto,

Las distribucionss fueron constridas dividiendo el eje del tiempo en Intervalos que
crecen exponencialmente (métodos, seccién 2.5.2.1). La ordenada representa la raiz cuadrada
de la amplitud. La linea continua sobre las distribuciones corresponde a el ajuste de maxima
verosimilitud de la ecuacién 2,16 con dos componentes exponenciales (métodos, seccién
2.5.2.2). Las lineas discontinuas corresponden a la participacién de cada uno de los dos
componentes exponenciales en cada distribucién, Los potenciales aplicados estan indicados
en el extremo superior derecho de cada cuadro. Los parametros de ajuste y el nimero de
eventos de cada distribucién son los sigusntes:

mvV No. de Eventos tau ., ms (A,) tau ., ms
-97 893 14,21 (0,66) 5,39
=105 2303 8,61 ( 0,28) 4,25
-112 2554 10,46 (0,24} 4,03
-120 1511 12,81 (0,05) 2,30,

Notese que en la base las cuatro distribuciones tiene el mismo ancho.
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En un registro de canales, cuando la mayorfa de los eventos no son detectados por el
umbral de deteccidn, las distribucionss de tiempos de permanencia en los estados abierto y
cerrado exhiben més componentss cinéticos que los que se esperan tedricamente (Colquhoun y
Sigworth, 1983; Roux y Sauvé, 1985). Si bién, no es posible descartar la posibliidad de que uno de
los dos componentes de las distribuciones sea consecuencia de un niimero importante de eventos
perdidos, en el caso de este trabajo, las constantes de tismpo de los componentes adicionales,
producidas por los eventos perdidos, debleran ser menores que 1,2 milisegundos (el 'tlempo
muerto’ del sistema de registro es 0,6 ms). Todas las constantes de tismpo que se muestran en
este trabajo son mayores que 1,2 ms.

Los valores de las dos constantes ds tiempo de las distribuciones son muy cercanos. Por
ejemplo, la distribucién de los tismpos de permanencla en el estado abierto a -112 mV tiene una
constante de tlempo que es apenas 2,5 veces mayor que la otra {tau , = 10,46 ms (A, = 0,24);
tau, = 4,08 ms (A, = 0,76). Para verificar que, con el niimero de eventos detectados a este
potencial {2500 eventos), es posible distinguir adecuadamente los dos componentss, se simularon
registros en los que las duraciones de los abiertos se distribuyen teéricamente de acuerdo a las
constantes de tiempo & -112 mV (ver métodos, seccién 2.5.2.5). Se generaron 9 pares de registros
de 2500 y 1000 eventos, se hicieron las distribuciones y se ajustaron con el método de méxima
verosimilitud (seccion 2.5.2.2). Los resultados de los ajustes de estas distribuciones estan en la
tabla 3.3. En esta tabla queda claro que, ain con 1000 eventos, es posible raconocer los dos
componentes exponenciales de las distribuciones, ademés, la convergencia a los valores tedricos
es razonablemente buena, esto se vé en que [os valores extremos obtenidos (indicados por * para
el méximo y | para el minimo) no se diferencian en més de un 20% de los valores tedricos. Sin
embargo, en la estimacion de las &reas, parece haber mas dispersién, pues, atin con 2500 eventos
la estimacion de A, oscila entre 0,16 y 0,41. Esto indica que, cambios pequsfios en la estimacién
de la constante de tiempo de un componente, produce grandes cambios en la estimacién del drea

de ese componente,

s Rl T s SRR A ————




Tabla 3.3

Pardmetros obtenidos del ajuste de registros simulados
Parametros originales dsl estado abierto del registro simulado;

tau°1: 10,45 ms
tauoz: 4,03 ms

Aﬁ 0,24
1000 eventos 2500 evantos
Simulacién # tau_, tau_, A tau , tau ﬂ\1
1 10,63 3,959 0,22 11,31 4,18 0,20
2 11,65 4,30 0,22 11,79(*) 4,40(*%) 0,16())
3 10,71 4,18 0,18(i) 9,80 3,82 027
4 10,12 4,41 0,18 10,49 3,79 0,28
5 9,19 3,48 0,36 10,29 3,74 0,30
6 10,95 4,44(*) 0,19 11,28 4,05 0,20
7 12,01(*) 3,99 G,19 10,51 3,84 0,25
8 11,09 3,87 0,23 10,45 3,72 0,28
g 873()  3,44() 0,44(*) 8,81(l) 3,39(i) 0,41(*)

Los simbolos (*) y (i) indican los valores mayores y menores obtenidos de todos los ajustes en
cada categoria, respectivamente,
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3.3.3.2 Los canales de sodio modificados por BTX poseen & lo menos tres estados cinéticos
cerrados.

En la figura 3.21 se musstran distribuciones, en Intervalos logaritmicos, de los tiempos de
parmanencla en el estado cerrado, a cuatro voltajes diferentes, a la derscha de cada distribucién
se indica el potencial aplicado. La ilnea continua corresponde al gjuste de mé&xima verosimllitud de
lafuncién 2,16 (seccién 2.5.2.2) evaluada sobre las distribuciones. A todas las distribuciones de la
figura 3.21, se les ajusté, una expresién de ia funcién 2.16 que corresponde a la suma de tres
componentes exponenclales. Las lineas discontinuas, representan la participacién de cada uno de
los tres componentes exponenciales en la distribucién, Los valores de los parametros de ajuste de
todas las distribuciones estan en la leyenda de la figura 3.21,

Para todos los potenclales, excepto para -120 mV, los ajustes con tres componentes
exponenciales fueron significativamente mejores que el ajuste con dos componentes. Por ejemplo,
en la distribucién en que los tres componentes estdn més separados (-97 mV), los valores del
logaritmo de las verosimfiitudes, L(8), para el ajuste con dos y tres componentes son 2315,24 y
2300,26, respectivamente, el valor de Chi cuadrado evaluado sobre la diferencia en Ios valores de
L(6) es 29,97 (P << 0,005, seccidn 2.5.2.2). Por Io tanto, el ajuste de esta distribucién con tres
componentes exponenciales es significativamente mejor que con dos exponenciales. Sin embargo,
operando de la misma manera sobre la distribucion a -120 mV, se concluye que el ajuste de tres
Companentes exponenciales no es significativaments mejor que el ajuste con dos componentes

(Chi cuadrado = 8,0x 10, P >> 0,905).

3.3.4 Efecto del voltaje sobre las distribuciones de tlempos de permanencia.
3.3.4.1 La duracibn de los eventos abjertos y de los cerrados depende def voltaje,

De los resultados de la seccién anterior se concluye que el canal de Na® modificado por
BTX posee por lo menos cinco estados cingticos; dos estados abiertos y tres estados cerrados. En
esta seccidn veremos que el voltaje afecta de manera diferente a cada uno de los estados cinéticos

del canal.

- o -




Figura 3.21 Distribuciones de los tlempos de permanencla en el estado cerrado.

Las distribuclones fueron construidas dividiendo el efe del tiempo en intervalos que
crecen exponenclalments (métodos, seccibn 2.5.2.1). La ordenada representa Ia raiz cuadrada
de la amplitud. La linea continua sobre las distribuciones corresponde a el ajuste de maxima
verosimilitud de la ecuacién 2.16 con tres componentes exponenciales (métodos, seccion
252.2). Las lineas discontinuas corresponden a la participacién de cada uno de los tres
componentes exponenclales en cada distribucion. Los potenciales aplicados estan indicados
en el extremo superior derecho de cada cuadro. Los pardmetros de ajuste y el niimerc de
eventos de cada distribucién son los siguentes:

mv No. de Eventos tat o, ms (A, tau _,, ms (A 4) fau g, ms
-97 893 1,72 (0,91) 13,75 (0,08) 200,00
-105 2303 2,75 (0.79) 7,39 {0,19) 59,54
-112 2554 3,44 (0,90) 12,82 (0,09) 94,11
-120 1511 8,16 (0,96) - 28,00
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De la figura 3.20 se observa que las distribuciones de los tlempos de permansncia en el
estado ablerto tienen un maximo cuya posicién se desplaza con el potencial aplicade, por ejsmplo,
a -97 mV, Ia posicion del méaximo esta cerca de 10 ms, en cambio, a -120 mV, la posicidn del
méximo esté cerca de 1 ms. El desplazamiento de la posicién del méaximo de las distribuciones se
debe principalmente a un corrimiento del componente més répido (,). Por otra parte, es posible
apreclar que a todos los potenclales la posicién del méximo del componente més lento de la
distribucién se encuentra en torno a 10, En resumen, las distribuciones de tlempos ds
permanencia en el estado ablerto de la figura 3.20 indican la existencia de dos tipos de estados
abiertos, un tipo de ablerto tiene una duracién promedio cercana a los 10 ms independientemente
del voltaje aplicado (O,), y et otro estado abierto cambia de =2 a =5 ms en un cambio de 30 mV
(O,). Ademds, la figura 3.20 muestra que Ia proporcién de eventos del componente O, (mas Iento)
se hace mayor a medida que el potencial aplicado es mé&s positivo.

Las distribuciones de los tiempos de permanencia en el estado cerrado de Ia figura 3.21
poseen un maximo cuya posicién de desplaza con el potencial aplicado. Por ejemplo, a-87 mV, la
posicion del maximo esta cercano a 1 ms, en cambio, & -120 mV, la posicién del méximo esta csrca
de 10 ms. En todas las distribuciones, el desplazamiento de la posicién dsl méximo ss debe al
desplazamiento del promedio del components més rapido (y més numeroso) en las distribuciones
(C,). En cambio, para todos los potenclales, excepto para -120 mV, los promedios de los dos
componentes mas lentos de cada distribucién se encuentran, cerca de 10 y 100 ms (C, vy Cg
respectivaments). En rasumen, las distribuciones de tiempos de permanencia en el estado cerrado
de lafigura 3,21 indican la existencia de tres tipos de cerrados, C, que cambia desde =10a =1 ms
entre 120y -97 mVy, C, y C; que son relativamente independientes del voltaje. Por otra parts, se
puede apreciar que la proporcién en que cada componente se encusntra en la distribucién no es
tan fuertemente dependiente del voltaje como an el caso de las distribuciones de los tiempos de
permanencia en el estado abierto.

El hecho de que el ajuste con tres componentes de la distribucién a -120 mV no sea

significativamente mejor que con dos componentes (seccién 3.3.3.2), puede ser explicado
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suponiendo que & este potencial, el tlempo promedio de la poblacion C, es cercano a 10 ms, y por
lo tanto, enmascara el promedio de la poblacién C,. A potenciales mas negativos gue Vo, las
distribuciones de tiempos de permanencia en el estado cerrado mostraron sisteméticamente sélo

dos componentss exponenciales.

3.3.4.2 Efecto del voltaje sobre las constantes de tiempo de las distribuciones.

Debido al pequefic numero de canales de sodio en los que en esta tesis se estudié
sistematicamente sl efecto del voltaje sobre la cinética de apertura y clerre (dos canales en 200 mM
Na* y tres en 3,0 M} y para entender el fecto del voltaje sobre las distribuciones de tiempos de
permanencia, fue necesario agrupar los resuftados obtenidos en 0,2y en 3,0 M Na* para asf
obtener un solo conjunto de resultados. El criterlo para el agrupamiento de los datos consistio en
expresar todos los resultados del efecto del voltaje como funcién del potancial normalizado, V-Vo
(*). En las figuras 3,22 y 3.23 se han graficado cada una de ias cinco constantes de tiempoy la
fraccién de eventos de cada componente cinético en funcién del voltaje normalizado, V-Vo,

En las figuras 3.22 y 3.23, cada simbolo representa los resultados de un experimento
diferente; los circulos blancos y negros corresponden a los experimentos realizados en 200 mM
Na™, los demas simbolos corresponden a experimentos en 3,0 M, la linea continua corresponde a
los resuitados del andlisis de las distribuciones generadas a partir de las constantes cinéticas del
canal 'tipo’ de la seccion 3,3.8. Ademas, en la figura 3.22, la linea discontinua corresponde a una
regresion exponencial entre los valores de las constantes de tlempo y el valtaje.

En lafigura 3.22 se aprecla claramente que;

i.- tau_, y tau_, son Independientes del voltaje. ii.- tau_, vy tau_, son afectadas por el voltale de
manera opuesta, tau _, crece e veces por cada 25 mV de despolarizacion, en tanto, tau_, crece e

veces por cada 19 mV de hiperpolarizacion. ifi.- tau_, musestra una leve dependencia del valtaje,

* Este criterio es razonable puesto que si el desplazamiento de la curva de activacién
observada en 3,0 M con respecto 8 0,2 M Na™ solo se debe a modificaciones en el potencial de
superficie, todas las constantes de tempo de los cinco estado cinéticos descritos deben
desplazarse en el efe del voltaje en la misma magnitud que la curva de activacion.




Flgura 3.22 Constantes de tiempo en funcion del voltaje normalizado.

Los voltajes se normalizaron suponiendo que los valores de Vo son: -112 (circulos
negros) y -128 mV (clrculos blancos) para los experimentos en Na*200 mM y -60 mV los
experimentos en Na* 8,0 M (tridngulos blancos, cuadrados negros y blancos). En cada cuadro,
el nombre de la constants de tiempo graficada se encuentra en el extremo inferior derecho, la
linea discontinua corresponde a una regresién exponencial sobre todos los valores
experimentales. La linea continua corresponde a los valores de las constantes de tiempo
obtenidas del ajuste ds méaxima verosimilitud a fas distribuciones de los tiempos de

permenencia generadas con el modelo ll, ellas se generaron a partir de Jos valores de ku(Vo) y
de my del canal 'tipo’ (tabla 3.5). Las distribuciones, fueron generadas a partir de registros
simulados compuestos de 25000 transiciones, los eventos mds breves que 590 ps (tiempo
muerto cuando el nivel de filtro es de 300 Hz, -3 dB) fueron ignorados y su duracién fue sumada
a la del evento adyacente (métodos, secciones 2.5.2.5 y 2.5.2.6). Como resuitado de ests
procedimiento, los porcentajes de eventos ignorados (eventos perdidos) fueron 75%, 45%, 29%,
20%, 30% y 66% a V-Vo iguales a 45, -30, -15, 0, 15y 30 mV, respectivamente,
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decreciendo e veces por cada 65 mV de despolarizacidn,

Por otra parte, a pesar de la gran dispersion ds los datos de la fraccién de eventos de cada
componente exponencial, en la figura 3,23 se aprecia cléramente que la despolarizaciéon aumenta
la fraccién de eventos pertenecientes al los components tau_, y tau, de las distribuciones de
eventos abiertos y cerrados, respectivamente, en cambio, ia fraccion de eventos del componente
tau,, decrece conla despolarizacion.

En consecuencia, para resumir el efecto del voltaje sobre Po a partir de su efecto sobre las
constantes de tiempo, podemos decir que la despolarizacion prolonga la duracién del estado
ablerto mas breve (O,) y reduce la fracclén de eventos ablertos que pertenecen a este estado;
ademas, ella reduce la duracidén del estado cerrado més breve (C,) y aumenta la fraccién de

eventos cerrados pertenecientes a este estado.

3.3.5. Los eventos cerrados breves son acompafiados de eventos ablertos largos y los
eventos cerrados [argos son acompariados por eventos ablertos breves.

Los resultados de las secciones 3.3.3.1 y 3.3.3.2 muestran que el canal de sodio tiene a los
menos dos estados abiertos y tres estados cerrados, lo que permite descartar al modsio lineal 1.7
(Introduccién, seccién 1.3.4), que tiene un sdlo estado abierto. Por otra parts, los resultados
presentados hasta este momento son insuficientes para aceptar como vélido al esquema 1.8 que
predice la existencia de dos estados abilertos, pues existen numerosos modelos posibles que son
capaces de predecir el ndmero de estados cinéticos encontrado, y por lo tanto, capaces ds
predscir las distribuciones de tiempos de permanencia encontras. (Labarca y cols., 1985; Blatz y
Magleby, 1986b, 1989; Ver préxima seccién), Tales modelos se diferancian de acuerdo al modo en
que cada uno de los estados cinéticos del canal se encuentra conectado a los demas. Asf, sl se
examina la historia de transiciones entre los estados abiertos y cerrados, modelos cinéticos
diferentes pueden generar historias diferentes, pero distribuciones idénticas de tismpos de

permanencia.

Tedricamente, toda la informacidn del modelo cinético subyacente a la secuencia de
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Flgura 3.23 Fracelén de eventos de cada componente exponenclal en funcién del voltaje
normallzado,

Los simbolos representan los mismos experimentos que en la figura 3.22, En cada
cuadro, f,, T,y f, corresponden a Ia fraccién de eventos de los componentestau . fau _, y
tau_,, respectivamente. La linea continua corresponde a los valores de la fraccién de eventos de

cada componente en las distribuciones de los tlempos de permanencia generadas con el
modelo I (ver leyenda de Ia figura 3,22},
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transiciones y tiempos de permanencia de un registro dado de corrientes se encuentra en la
distribucién conjunta de eventos abiertos y cerrados adyacentes (Fredkin y cols., 1985). Asl, para
un modelo dado, la superficie de la distribucién bidimensional generada estd unicamente
determinada aunque sus distribuciones separadas de eventos ablertos y cerrados puedan ser
descritas también por otros modelos. Por lo tanto, para describir el comportamiento cinético de un
canal Iénico basta con ajustar la distribucidn conjunta de eventos abiertos y cerrados adyacentes.
Sin embargo, para trabajar con distribuciones bidimensionales de tiempos de permanancia, el
puimero de eventos requerido es uno o dos ordenes de magnitud mayor que los obtenidos en esta
tesis, pues, en vez de distribuir las duraciones en 80 intervalos logarftmicos, el mismo conjunto de
datos debe distribuirse en una matriz de 80x80 intervalos.

En lo que sigue, se describe la metodologfa usada para hacercarnos a un modelo que

describa la cinética de apertura y cierre del canal de Na* modificado por BTX.

3.3.5.1. Andlisis de correlacién entre eventos adyacentes.

Para obtener alguna idea preliminar def modo en que los diferentes estados cinéticos de
este canal se encuentran conectados entre sl, es conveniente hacer una inspscclon ocular de los
registros de corriente y mirar la historia de transiciones entre los estados ablertos y cerrados del
canal,

En los registros expandidos de la figura 3.2B es posible observar que el canal posee por lo
menos dos modos de actividad cinética; uno de ellos esta compuesto de eventos abiertos 'largos’
interrumpidos por clerres breves del canal (marcado con una linea horizontal bajo el registro de
corriente); el otro modo esta compuesto de eventos cerrados ‘largos’ interrumpidos por aperturas
breves (marcado con una linea horizontal sobre el registro). Adermas, estos dos modos de actividad
se observan mas claramente a potenciales més negativos,

En cada registro como los mostrados en la figura 3.2B, si se mide la duracién de todos los
eventos ablertos adjacentes a un evento cerrado ‘largo’, su promedio seré& mayor que el promedio

de todos los eventos abiertos del registro y, por supueste, mayor que la duracién promedio de los

2 gl T TR, o



Resultados 127

eventos ablertos adjacentes a un evento cerrado 'corto’. En consecusncia, se encontrarfa una
comrelacién inversa entre la duracién de eventos ablertos y cerrado adyacentas (métodos, secclon
2.5.2.3; McMannus y cols,, 1985; Kerry y cols., 1988; Blatz y Maglegy, 1988; Keller y cols., 1990). En
este trabao se utllizd este tipo de andlisis con el propdcito de confeccionar un modelo cinético que
dé cuenta de las distribuciones de tiempos de permanencia en los estados abierto y cerrado y que
explique la dependencia del voltaje que presenta la cinética de los canales de sodio modificados
por BTX,

Para hacer gl anélisis de correlacion entre las duraciones de eventos cerrados y ablertos
adyacentes, se definié un conjunto de intervalos de tismpo (intervalos condiclonentes; métodos,
secclén 2,5.2,3). Para cada intervalo condicionants, el analisis se desarrolla asf: I.- se recorre el
registro idealizado de corriente, ii.- s identifican todos los eventos cerrados cuya duracién se
encusentra dentro del intervalo condicionante. lil.- se calcula el promedio de todos los eventos
ablertos que estan adyacentes a cada uno de estos eventos cerrados.

La figura 3.24 muestra un resumen de los resultados del analisis de correlaclén del canal al
cual pertenecen las distribuciones de tiempos de permanencia de Jafigura 3.20 y 3.21, Los valores
de la ordenada de ia figura 3.24 corrssponden al promedio de las duraciones de todos los sventos
ablertos adyacentes a un evento cerrado cuya duracidn queda dentro de un Intervalo
condicionante, La abcisa representa el valor central (en unidades logaritmicas) del Intervalo
condicionante. Los resultados que se muestran, corresponden a tres diferentes voltajes, -97, -112,
-120 mV. Cada punto corresponds al promedio de, por lo menos, 100 eventos abiertos, En cada
conjunto de puntos, a cada voltaje, Ia linea continua representa la duracién promedio de todos los
gventos abiertos del registro de corriente.

En la figura 3.24 se puede observar que, a medida que el intervalo condiclonante se
desplaza hacia las duraciones mayores, existe una tendencia decreciente en los valores de la
duracién promedio de los abiertos adyacentes, Por ejemplo, en los valores de tiempo cerrado
condiclonantes cercanos a un milisegundo, la duracién promedio de los abiertos adyacentes es

mayor que la duracidn promedio de todos los eventos abiertos de cada registro, En camblo, con
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Flgura 3.24. Anélisis de correlaclén entre eventos ablertos y cerrados adayacentes,

Los valores graficados corresponden al promedio de por lo menos 100 eventos. El
promedio de la duracién todos los eventos ablertos de los registros a cada voltaje son
representados por lineas horizontales, los promedios a -97, -112 y -120 mV son 11,1, 6,32, y
3,57 ms, respectlvaments.
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cerrados condicionantes mayores que 10 milisegundos, la duracién promedio de los abiertos
adyacentes es menor que Ja duracion promedio de de los eventos ablertos de todo el registro,
Ademés, esta figura muestra que la tendencia decreciente ss acenttia a potenciales cada vez mas
negativos. En resumen, la correlacion inversa que se encuentra entre la duracion de eventos
abiertos y cerrados adyacentes indica que, en el canal de sodlo, los cerrados breves son
flanqueados por ablertos de mayor duracion gue el promedio de todos los ablertos, en cambio, los
cerrados de larga duracién son flanqueados por ablertos més breves que el promedio.

Estos resultados son Incompatibles con cualquier modelo cinético que tenga un solo
sstado ablerto, pues, en estos modelos, independientemente de la duracién del cerrado en que el
canal se encuentre, este es abandonado slempre hacla a la misma poblacion de ablertos y, por lo
tanto, el promedio de los eventos abiertos adayacentes no debiera cambiar con ia duracion dsl
cerrado condicionante. Esta es una demostraclon independiente de qus el canal tisne mas de un

estado abierto.

3.3.6 Modelos cinéticos.

Los resultados de la seccidn anterior establecen dos condiciones para un modelo cinético:
i.- debe existir un correlacién inversa entre las duraciones de los eventos ablertos y cerrados
adyacentss y ii.- la tendencia de la correlacién negativa debe acentuarse a potenciales mas
negativos, En concecuencia, los modsios que den cuenta del comportamiento cinético del canal de
sodio deben cumplir con las condiciones | y ii. En la practica, dado e! extenso trabajo
computacional que implica probar, a diferentes voltajes, cada uno de los modslos (ver métodos,
seccién 2.4.2.4), ellos se probaron a un solo voltaje, por lo tanto, sélo se les exiglé la primera
condicién.

Los modelos cinéticos propuestos deben permitir que los diferentes estados ablertos
puedan ser abandonados hacia distintos estados cerrados, Los modelos cinéticos de este tipo dan
origen a correlacionss inversas entre las duraciones de abiertos y cerrados (Colquhoun y Hawkes,

1983: MacManus y cols,, 1985; Blatz y Magleby,; 1989). Por esta razén, todos los modelos probados
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son derivados de dos esquemas béasicos:

k k k k
C === 04 P N 3 === 02 ===flox 01 |
45 k34 k23 k12
.. S . -
Cp ===¥== C, ===%== 3
45 34
Kogl IKgo K Kyal kg I
0 .—.==2_1== 01
k12

En estos modelos, los O,y C], denotan los estados abiertos y cerrados, respectivaments,
los kil denotan las constantes cinéticas de la transicion desde el estado | al estado .
Puesto que el modelo Il es ciclico, es posible simpiificarlo haclendo nulos algunes pares de

constantes cinsticas, y con este procedimiento, se puede reduclr a ios siguentes esquemas:

k
k34 :
45 4 gl i
O ===§== o1
k12
k
=20
4
l‘24' Ik42 k k'l3I IkS'l v
0O P-4 P 01
k12
Kk
- S —— 0
05 ______ 4 L Ca
k45 k34
k24] lk42 k13I Ik31 v
02 01

3.3.7 Ajuste de las distribuciones de tlempos de permanencla y seleccién de modelos.

Para evaluar los diferentes modelos cinéticos, eflos se probaron con registros prolongados
de canales a un solo voltaje. En estos registros, el nimero de eventos colectados fus
considerablemente mayor que en aqusllos en que se astudid e} efecto del voltaje y, por lo tanto,

son méas adecuados para probar los modelos cinéticos a un sdlo voltaje,
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3.3.7.1. Ajuste de las distribuciones de tiempos de permenecia con los modelos cinéticos.

En la figura 3.25A se aprecla el registro de un canal de sodio tomado a -100 mV y en NaCl
200 mM en ambos lados de la bicapa. En este trazo se ha marcado con lineas horizontales sobre el
registro aquellas zonas donde se presentan cerrados de larga duracion acompafiados de ablertos
breves (qus, en las distribuciones, corresponderian a tau , y tau ). Las lineas horizontales que se
encuentran bajo el registro sefalan aquellas zonas donde se presentan abiertos de larga duracion
acompafiados de cerrados breves {tau_, y tau ;). Las zonas donde no se presenta ninguna marca
corresponden a cerrados de larga duracién (que, en la distribucidn de eventos cerrados,
corresponderfan a la poblacién de mayor duracién, fau _g).

La figura 3.25B muestra las distribuciones de tiempos de permanencia en los estados
ablerto y cerrado de este canal, en estas distribuciones se aprecian claramente los dos
componentes de la distribucion de los ablertos y los tres componentes de la distribucién de los
cerrados.

Lafigura 3.25C muestra un ejemplo del tipo de ajustes que se obtienen cuando, a partir de
un conjunto dado de constantes cinéticas, se simulan reglstros de 10° eventos y se comparan con
las distribuciones experimentales (métodos, seccion 2.5.2.4). En esta figura se muestra el ajuste de
las distribuclones de las duraciones de los eventos abiertos y cerrados del canal que se muestra
en la figura 3.25A, En la tabla 3.4 se muestran los valores del logaritmo de Ia verosimilitud de los
ajustes de cada modelo para el canal de la figura 3.25. Sobre la base de la prusba de Chi cuadrado
no fue posible discriminar cual de todos los modelos entrega un mejor ajuste alas distribuciones,
puss, con Jas mismas constantes de velocidad y diferentes conjuntos de nimeros aleatorios, se
obtienen valores de verosimilitudes que varian en varios ordenes de magnitud, Este tipo de
resultados sugiere que, para el tipo de ajuste de distribuciones que se muestra en esta tesis, la
posicidn de algin modelo dentro de una escala de mejor a peor ajuste, depende fuertemente del
conjunto de niimeros aleatorics o de! algoritmo que los gensere, y que, por lo tanto, el valor de la

verosimilitud del ajuste no es adecuado para discriminar diferentes modelos,
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Flgura 3.25 Distrlbuciones de los tlempos de permanencla y ajuste con loe modelos
cinéticos.,

A.- Registro de un canal de sodlo modificado por BTX en Na¥ 200 mM en ambos lados
de la bicapa. El canal fue registrado a -100 mV y filtrado a 300 Hz (-3 dB). La Iinea horizontal
extremo derecho del registro indica la corriente comespondiente al canal cerrado, Las linea
horizontales sobre y bajo el registro fueron trazadas a ojo y representan los sectores en que s
canal presentaba eventos 'cerrados largos' adyacentes a eventos ‘ablertos cortos’ y eventos
'abiertos largos’ acompafiados por 'cerrados cortos’. Los eventos de clerre con duracién mayor
que 200 ms no fueron marcados. El valor ds Po para esta canal 0,64.

B.- Distribuciones de tiempos de permanencia en los estados ablerto y cefrado
obtenidas a partir del canal del panel A. La linea continua representa el ajuste de méxima
verosimilitud de ia ecuaclén 2,16 con dos y tres componentes exponenciales para los evenitos
ablertos y cerrados, respectivamente, Los valores de las constantes de tiempo para los eventos
abiertos son: tau,, = 11,60ms (A, = 0,47) y tau_, = 4,53 ms. Las constantes de tiempo para los
eventos cerrados son: tay , = 1,52 ms (A, = 0,59), fau_, = 5,75ms (A, =039y tau, . = 58,08
ms, 5623 eventos.

C.- Ajuste de maxima verosimilitud a las distribuciones de los tiempos de permanencia
en los estados ablerto y cerrado. La linea continua sobre ia distribucién experimental
corresponde a una distribucién generada a partir del modelo li, A partir del modelo Il se generd
un registro de 10° eventos, todos los eventos més braves que 580 us (tismpo muerto cuando sl
nivel de filtro es de 300 Hz) fueron ignorados y su duracién fue sumada a la del evento
adyacente (métodos, secclones 2.5.2.5 y 2,5.2.6). Como resultado de este procedimiento, el
ndmero de eventos ignorados (eventos perdidos) fue = 30.000. La distribucién generada a
partir de los eventos detectados fue puesta a escala con la ditribucién experimental. Las
distribuciones generadas a partir de los demas modelos se superponen casi completamente
con esta distribucién y el nimero de eventos de perdidos que genera cada uno de ellos es =
30.000. El valor de verosimilitud alcanzado por este modelo se muestra en la tabla 3.4 (conjunto
2 de nimeros aleatorios).
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3.3.7.2. Seleccién de modelos cinéticos.

En la seccién 3.3.5 se muestra que existe una correlacién inversa entre las duraciones de
los eventos ablertos y cerrados adyacentes, Sin embargo, a pesar de que cada uno de los modelos
puede describir Igualmente bién las distribuciones de tiempos de permanencia en los estados
ablerto y cerrado, es posible esperar que cada modslo genere distintos grados de correlacién
entre las duraciones de eventos adyacentss, pues, en cada modelo cinético los distintos estados
ablertos y cerrados estén conectados de manera diferente.

A partir de los cinco modelos propuestos, se generaron registros simulados de actividad
de un canal (25000 eventos; métodos, secclén 2.5.2.5), a estos registros se les sometid al anélisis
de correlacién entre eventos adyacentes (métodos, seccidn 2.5.2.4) y los resultados de este
andlisis aplicados al canal de la figura 3.25 son mostrados en la figura 3.26. En esta figura, se
muestran los resultados del andlisis de correlacién aplicados sobre cada modelo (circulos negros)
y comparados con e! resuitado del analisis sobre el registro expetrimental (linea continua). Al
extremo Inferlor de cada cuadro se muestra esquematicamente el modelo probado,

En el primer caso (modelo I} se aprecla que independientemente de las duraclones que
incluya el intervalo cerrado condicionante, la duracién promedio de los eventos ablertos
adyacentes es relativamente constante, es decir, no existe correlacion entre las duraciones de
eventos cerrados y ablertos adyacentes, Este resultado no es sorprendente, pues, ests modelo
pertenece a una familia de modslos linsales en los cuales todos los estados ablertos estan
contiguos y conectados a traves de uno sdlo de ellos a todos los estados cerrados (también
contfguos). La ausencia de correlacién entre las duraciones de los eventos adyacentes ha sido un
resuftado comin cuando a este tipo de modelos, se le han aplicado este tipo de anélisis (Labarca y
cols., 1985; McMannus y cols., 1985; Blatz y Magleby, 1989; Keller y cols., 1990). Por otra parte, en
todos los demés modelos probados, se puede observar que a medida que el intervalo
condicionante se desplaza hacia tiempos mayores, el promedio de los eventos ablertos adyacente
se hace cada vez menor. Sin embargo, en todos ellos, con la excepceidn del modslo clclico (modelo

1), el grado de correlacién inversa es mayor que en registro experimental. Asi, s6lo a partlr del
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Tabla 3.4

Valores de L(6) obtenidos a partir del ajuste de los datos
de la figura 3.25 con dos conjuntos de numeros aleatorios

Modelo L(6)
Conjunto 1 Conjunto 2
1 31564.11 (4) 30039.30 (1)
1l 30104.27 (1) 30076.00 (5)
1 30054.35 (4)
v 31503.93 (2) 30039.59 (2)
\' 31520.88 (3) 30048.06 (3)

Los valores del logaritmo de la verosimilitud, L{6), fueron obtenidos a partir del mismo
conjunto de constantes cinéticas para cada modelo. El conjunto de nimeros aleatorios no. 1 fué
obtenido a partir de la funclén RAN del lsnguaje FORTRAN que funciona con la tarjeta Definicon. El
conjunto 2 fué obtenido a partir de la subrutina RAN2 de Press y cols,, 1886. Los ndmeros entre
parentesis indican la posicién del modsio en una escala de mejor & peor ajuste. La constante
cinética kg, fue fifada en el el valor reciproco de tau g, esto fue hecho por dos razones: |.- Dado el
reducido nimero de eventos pertenecientes al componente tau g, la participacion de este
componente en el valor de la verosimilitud de toda la distribucion es muy pequena, por esta razén,
con frecuencia el ajuste de las distribuciones convergfa a soluclones que ignoraban a este
componente. ii.- El tliempo de computacidn requerido para llegar a una solucién se reducia en
varias horas. Asl, para los modelos |, lll, IV y V, el nimero de constantes cinéticas usadas como
pardmetros ajustables fueron las siete restantss. Ademas, e modelo Il tlene Incorporada la
condicién de reversibilidad microscépica, brevemente, esto significa que el producto de las
constantes cinéticas en un sentido del ciclo debe ser igual al producto de las constantes en
santido contrario (Denbigh, 1951, ver leyenda de la figura 3.28).
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Figura 3.26. Andlisis de correlaclén entre eventos adyacentes de los reglstros simulados
con los modelos cinéticos.

La linea continua corresponde al andlisis de correlacion aplicado al canal que se
muestra en la figura 3.28. Los circulos negros corresponden al andlisis de correlacion de
registros simulados compuestos por 25.000 eventos. Cada registro fue simulado a partir de las
constantes cinéticas obtenidas por el método de maxima verosimilitud para cada uno de los
modslos (métodos, seccidn 2.5.2.4; los valores de |a verosimilitud alcanzada se muestarn en la
tabla 3.4, conjunto 2). Antes de hacer el anélisis de correlacién entre eventos adyacentes, todos
los eventos mas breves que 590 us fueron ignorados y su duracion fue sumada a la del evento
adyacente {métodos, secciones 2.5.2.5 y 2.5.2.6). Los modelos cinéticos se muestran en el
extremo inferior lzquierdo de cada cuadro. Cada uno de los valores experimentales graficados
representa el promedio de por lo menos 100 eventos abiertos.
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modelo ciclico se obtlenen correlaciones entre eventos adyacentes que son comparables con las

obtenidas experimentaimente,

3.3.8 Constantes de cinéticas y su dependencia de! voltaje.

Sobre la base de los resultados de la seccion anterior, se ajustaren las distribuclones de
ios tiempos de permanencia con el modelo Il y a diferentes voltajes. En estos ajustes, la constante
k,, fuefijada en 10 s, puss, el valor de L(8) sra muy insensble al valor de esta constante, ademas,
con & objetivo de reducir el tiempo de computacion, la constante k4 Se fij0 en el valor reciproce de
la constante de tiempo més lenta de la distribucion de los eventos cerrades. En la figura 3.27, se
muestran los ajustes de las funciones de densidad de probabilidad derivadas a partir de los
registros simulados con el modelo |1, a tres potenciales, -97, -112 y -120 mV. En esta figura, el
ajuste generado por la simulacién esta representado por una linea continua sobre Ia distribucién
experimental, En ella se aprecia que las distribuciones simuladas siguen con bastante fidelidad a
las distribuciones experimentales, excepto en aquellas zonas que corresponden al componente
mas lento de las distribuciones de tiempos de permanencia en el estado cerrado (taucs). Esto es
debido a que, dado el pequsfio nimero de eventos de este componente en la distribucién
experimental, también es pequefio el nimero de eventos simulados de este componente (entre
500 y 3000 eventos).

En las figuras 3.28A y 3.28B, se resumen los resultados dsl ajuste del modelo Il a las
distribuciones de tiempos de permanencia, de un experimento en 0,2 M y un experimento en 3,0 M
Na*, respectivamente, en ellas se muestran el efecto del voltaje sobre las constantes cinéticas de
cada rama del modelo Il. Los resultados de estos dos canales han sido seleccionados con el objeto
de mostrar que en estas dos condiciones experimentales el mecanismo de compuertas del canal
se mantiens invariante.

En la figura 3.28, se puede observar que todas las constante cinéticas son afectadas de
manera distinta por el voltaje aplicado. Por ejemplo, en las figuras 3.28A y 3.28B se pueds apreciar

que las constantes cinéticas de larama C,- Gy, k,, ¥ k., muestran dependencias del voltaje que
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Figura 3.27. Modelo Ii: Ajuste de méxima verosimllitud de las distribuclones experimentales
a tres diferentes voltaes.

Las distribuciones que se muestran son las mismas que se mostraron en las figuras
3.20 y 3.21. En Jos lados izquierdo y derecho de la figura de mustren las distribuciones de
eventos ablertos y cerrados, respectivamente, Los voltajes estan indicados en el extremo
supertior derecho de cada cuadro. Cada par de distribuciones (de eventos abiertos y cerrados)
corresponde a 10° eventos generados, de estos eventos, todos aquellos més breves que 590
us fueron considerados eventos perdidos. Los valores de las constantes cinéticas a partir de las
cuales se construyeron las distribuciones se encuentran en Ia figura 3.31.
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son opusstas, k,, decrece con la despolarizacion, en cambio, k,, disminuye. Por otra parts, en
ambas figuras, es posible observar que en la rama C,- O,, kj, crece con la despolarizacion, en
cambio, k,, es poco afectada por el voltaje, Una situacion parecida a esta se produce en la rama
C,- O, k,, es cambia poco con el voltaje, en cambio, k,, decrece con la despolarizacion, k,,, la
constante calculada a partir de las demds por el principlo de reversibilidad microscépica (Ver
leyenda de la figura 3.28) y la constante que lleva al canal hacia el estado C; (k,g) crecen con la
despolarizacion.

Lo més notable de las figuras 3.28A y 3.28B es quse, independisntemente del voltajs, los
valores de k,, ¥ k,, son cercanos a 100 s, estos resultados dan cuenta de que la duracién
promedio de los estados O, y C, es relativamente independiente del voltaje y cercana a 10 ms
{tau,, y tau_, en la figura 3.22). Ademds, la magnitud y ia dependencia del voltaje que muestran las
constantes K, ¥ Ky siguiere que ellas son las constantes mas importantes en determinar la
duracién de los componentes dependientes del voltaje de las distribuclones de tiempos de
permanencia (fau_, y tau respectivamente).

Que las constantes cinéticas sean modificadas por el voltaje implica que, dentro de el canal
existen grupos cargados o dipolos que se reordenan cuando se produce un cambio de voltaje. En
esta vision, una transicién (dependiente del potencial) desde un estado & otro, esta asociada a un
desplazamiento de cargas en &l campo eléctrico (Hodgkin y Huxley, 1852; introduccién, secclén
1.2.2.2). La manera més sencilia de explicar el efecto dal voltaje sobre la constante cinéticas de la
transicién entre los estados 1y ) (k") es suponer el potencial modifica la altura de la barrera de
energfa entre estados | y ], entonces, la constante cinética, kIj (V), dependera monotonicamente del
voltaje. Ademas, con el objetivo de comparar los resultados obtenidos en diferentes condiciones
experimentales, es convenlente expresar el voltaje con respecto a Vo. Por Io tanto, podemos
escribir:

k“(V-Vo) = k“(Vo) exp (-nuF(V-Vo) /RAT), (3.3)
en que k"(Vo) es la constante cinética de transicion desde | a ] cuando el canal se encuentra la

mitad del tiempo en el estado ablerto, ny es la valencia efectiva del desplazamiento de cargas
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Flgura 3.28, Efecto del voltaje sobre las constantes cinéticas del modalo I1.

A.- 200 mM de Na™,
B.-3,0 M Na*,

Las constantes cinéticas graficadas han sido obtenldas con el método de méxima
verosimllitud, Cada una ds los cuadros representa una rama del esquema cinético, Para estos
ajustes, la constante k,, se dej6 fija en 10 s, 1a constante k,, se determiné medlante la

expresion: k,, =k
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asociado a la transicion entre los estados Iy |. F, Ry T tienen sus significados usuales.

En ia tabla 3.5 se muestrar los valores obtenidos ds kﬂ(\lo) yna partir de la scuacidn 3.3,
para cada una de ias constantes cinéticas de los cinco experimentos.

De esta tabla se pusde apreciar que los valores de las constantes cinéticas kﬂ(Vo) no
difieren entre ellos por un factor mayor a sels veces, en camblo, los valores de iy son mucho més
disimiles. Los valores de los par&metros de ajuste fusron promediados para describir el
comportamiento cinético de un canal de sodio 'tipo’.

A partir de los valorss promedios ds k,j(Vo) y de ny del canal 'tipo’, se generaron registros
simulados a distintos voltajes. A partir de estos registros, se construyeron distribuciones de los
tismpos de permanencia que fueron gjustadas con el método de méxima verosimilitud para
determinar las constantes de tlempo de las distribuciones. A valores de V < Vo, el ajuste de las
distribuciones de los tiempos de permanencia en el estado cerrado con tres componentes
exponenciales no fue significativaments me]qr que con dos componentes (métodos, seccidn
2.5.2.2). Los resultados de estos ajustes se resumen en Ia linea continua que aparecen en las
figura 3.22 y 3.28, En la figura 3.22 es posible apreciar que las constantes de tiempo del canal
tipo’ siguen razonablemente bien la tendencia indicada por la regresién logarftmica (linsa
discontinua), por otra pérte. en la figura 3.23 se aprecia que la fraccién de eventos
correspondientes a los componentes tau,, y tau,, es razonablemente bien descrita por la iinea
continua, en camblo, la curvas del componente tau 5, tiene una forma bimodal que no se aprecia
en los datos experimentales. Esta forma bimodal se debe a que a valores de V < Vo el ajusts de las
distribuclonss de las duraciones del estado cerrado se hace con dos componentes exponenciales,
pues el componente tau_, enmascara al componente tau_,, por lo tanto, en el ajuste de estas
distribuciones la fraccidén de eventos de tau_, también incorpora los eventos de tat_,. Gon esta
salvedad, tanto a valores de V < Vo, como a V > Vo, la fraccién de eventos correspondientes a

tau _, decrece con la hiperpolarizacion, tal como lo muestran los resultados experimentales.




Tabla 3.5
Modelo II: Valores de k“(Vo) yde Ny

[Nat] c2M o02M 30M 30M 30M

kli Constantes cinéticas Promedios
Kio 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 100 = 0.0
Koy 21.4 75.4 24.8 16.0 18.8 31.2 + 24.8
Kyg 374.0 397.0 427.0 186.0 170.0 311.0 +123.0
Keo 170.0 84.8 144,0 66.0 72.7 108.0 + 46.6
Kss 19.9 8.7 13.0 11.0 11.2 13.8 = 4.2
Kas 3.6 8.7 4.2 37 3.4 34 = 09
K 11.9 27.8 17.6 5.7 9.6 94 + 59
Kaq 59.1 80.6 49.0 37.4 43.5 53,8 = 167
Kas 403.0 59,6 331.0 219.0 193.0 241,0 +132.0
Ka 127.0 64.0 141.0 57.8 53,2 88,6 * 41.9
nj Valencias efectivas Promedios
n, 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 + 0.00
My 3.33 2.20 0.01 0.18 0.85 1.31 = 1.42
Ny, -1.26 -0.31 -0.78 -1.22 -1.36 -0.88 + 0.44
Nys -0.08 -0.06 1.23 0.70 0.52 0.46 + 0.55
fgy 0.88 1.25 -0,70 -0.78 0.76 0.28 + 0.95
Nyg 1.94 -1.74 2.06 -2.20 0.45 -0.72 + 1.84
My 232 0.86 0.66 0.46 0.39 0.94 + 0.79
Mgy 1,37 -0.59 -0.57 -1.04 -0.61 -0.84 + 0.36
My 0.70 2.87 1.85 1,57 2.03 1.80 = 0.78
Mg 0.12 -0.47 1.05 0.37 0.30 0.27 + 0,55

; |
cargas electrénicas. Los L:
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Los valores de k, estan expresados en s Ios valoes de las valencias sfectivas estan dados en
romedios estan expresados con sus respectivas desviaciones tipicas.
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3.3.9. Caracteristicas cinéticas de los canales provenlentes de la preparacién hecha en
ausencla de Inhlbldores de proteasas.

La figura 3.30A muestra un registro de corrisnte de un canal proveniente de la preparacién
hecha en ausencia de inhibidores de proteasas, este registro fue tomado a -80 mV y en presencia
de NaCl 200 y 400 mM en los lados interno y externo del canal, respectivamente. De la misma
manera que en el registro mostrado en la figura 2.25A, en este trazo se ha marcado con lineas
horizontales sobre el registro aquellas zonas donde se pressntan cerrados de larga duracién
acompanados de ablertos breves. Las linsas horizontales que se encuentran bajo el registro
sefialan aquellas zonas donde se presentan ablettos de larga duracion acompafiados de cerrados
breves. Las zonas donde no se presenta ninguna marca correspondsn a cerrados cuya duracién
es mayor que 200 ms. Nétese la similutud de este registro con el registro de corrientas de la figura
2.25,

En la figura 3.30B, se muestran los resultados del andlisis de correlacién entre eventos
adyacentes, los valores expetrimentales estan indicados por circulos negros, la linea continua
corresponde al andlisis de correlacién de los registros simulades a partir de las constantes
cinéticas obtenidas del ajuste de las distribuciones experimentales (Figura 3.31B). En la figura
3.30B, las linsas horizontamtes continuas y discontinuas corresponden al promedio de todos los
eventos abiertos de los registros experimental y simulado, respectivamente.

La figura 3.31A muestra las distribuciones de tiempos de permanencia en los estados
ablerto y cerrado de este canal, en estas distribuclonss se aprecian claramente los dos
componentes de la distribucién de los ablertos y los tres componentes de la distribucién de los
cerrados, En la figura 3.31B se muestra el ajuste de las distribuciones experimentales con el
modelo II. Estos resultados Indican que lel comportamiento cinético de ambos canales puede se

descrito adecuadamesrite con e! mismo modelo cinético.



Figura 3.29 Propledadss clnéticas del canal provenlente de la preparacién hecha en
ausencia de Inhlbidores de proteasas,

A.- Registro de un canal de sodio modificado por BTX en Na* proveniente de la
preparacién hecha en ausencia de inhibidores de proteasas. Este registro fue tomado en
presencia de NaCl 200 y 400 mM en los lados intra y extracelular, respectivamente, El canal fue
registrado a -80 mV y flltrado a 250 Hz (-3 dB). La linea horizontal en el extremo derscho del
registro indica la corriente correspondiente al canal cerrado. Las linea horizontales sobre y bajo
el registro fusron trazadas a ojo y representan los sectores en que el canal presentaba eventos
'‘cerrados largos' adyacentes a eventos 'abierios cortos' y eventos 'ablertos largos’
acompafados por 'cerrados cortos', Los eventos de clerre con duracion mayor que 200 ms no
fueron marcados. Ei valor de Po para esta canal 0,55.

B.- Andlisis de correlacién entre eventos ablertos y cerrados adyacentes para 8l canal
proveniente de la preparacion hecha en ausencia de inhibldores de proteasas. Los circulos
negros corresponden al anélisis de correlacion aplicado al canal que se muestra en el panel A.
La linea continua corresponde al analisis de correlacidn de registros simulados compuestos por
25,000 eventos. Cada registro fue simulado a partir de las constantes cinéticas obtenidas del
ajuste de las distribuciones de ia figura 3.30 con el modelo [l (métodos, seccién 2.5.2.4). Las
lineas horizontales continua y discontinua corresponden a los promedios de todos os eventos
abiertos de los registros experimental y simulado, respectivamenete, Cada uno de los valores
experimentales graficados representa el promedio de por lo menos 100 eventos abiertos.
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Figura 3.30, Distribuciones de tlempos de permanencla de un canal proveniente de la
preparaclén hecha en ausencia de Inhibldores de proteasas.

A.- Distribuciones de tiempos de permanencia en los estados ablerto y cetrado
obtenidas a partir del canal det la figura 3.29, La linea continua representa el ajuste de méaxima
verosimilitud de la ecuacién 2.16 con dos y tres componentes exponenciales para los eventos
ablertos y cerrados, respactivamente. Los valores de las constantes de tiempo para los eventos
abjertos son: tav,_, = 19,76 ms (A, = 0,66} y tau , = 6,50 ms. Las constantes de tiempo para los
eventos cerrados son: tau_, = 3,50 ms (A, = 0,68), tau,, = 9,37 ms (A, = 0,29} y tau . = 139,00
ms. 2031 eventos,

B.- Ajuste de méaxima verosimilitud a las distribuciones de los tiempos de permanencia
en los estados abierto y cerrado, La linea continua sobre la distribucién experimental
corresponde a una distribucidn generada a partir del modelo Il. A partir del modslo Il se generé
un registro de 10° eventos, todos los eventos més breves que 830 us fueron tomados como
eventos perdidos y su duracién fue sumada a la del evento adyacente (métodos, secciones
2,5.2,5 y 2,5.2.6). Como resultado de este procedimiento, el numero de eventos ignorados
(eventos perdidos) fue = 30.000, La distribucién generada a partir de los eventos detectados
fue puesta a escala con la distribucién experimental.
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4.- DISCUSION

4.1 Conslderaclones en torno a la técnlca de blcapas.

En este trabajo se estudiaron ia propiedades cinéticas y de conduccidn idnica del canal de
sodio modificado por BTX de los tdbulos tranversales de musculo esquslético de Caudiververa
caudiververa. La metodologfa usada es la tinica que permite hacer un estudio como el desarrollado
en esta tesis:

- I.- La Incorporacién de canales a bicapas planas es una técnica poderosa para estudiar
canales que se encuentran en regiones que no son accesibles a microelectrodos, Por ejemplo, en
ef misculo esquelstico se han estudiado canales i6nicos provenientes del reticulo sarcoplamético y
los tdbulos transversales (Coronado y Miller, 1979; Smith y cols., 1985; Suarez-lsla y col,, 1988;
Vergara, 1983; Latorre y cols,, 1982).

Il.- Usando la técnica de 'patch clamp’ es dificil somater las membrana a concentracionss
iénicas extremadamente altas o bajas {como las que se han usado en este trabalo, 0,4-3000 mM)
sin deteriorar la calidad del sello. El estudio de la conductancia def canal de sodio que muestra el
intervalo de concentraciones méas amplio es el trabajo de Green y cols. (1 887), en el cual, el
intervalo de estudio fue entre 20 y 3500 mM.

ii.- En este trabajo se concluye que, tanto la conduccion iénica, como las propiedades
cinéticas del canal son afectadas por un potencial de superficie generado por cargas negativas en

la superficie del canal (secclones 3.2.7.1 y 3.3.4.2). Estas conclusiones son posibies debido a que
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los canales fueron incorporados en bicapas formadas por fosfatidiletanolamina, lipido que apH 7
es neutro (McLaughlin y cols,, 1971). En experimentos con canales presentes en su membranas
nativas, la interpretacion de estos resultados serla méas ambigua, ya que, la ubicacion fisica de las
cargas que dan origen al potencial de superficie pueds ser atribuidas a la membrana plasmética

(Correay cols., 1991).

4.2. Mecanismo de conducclén iénica del canal de sodio medificado por BTX.

Con respecto al mecanismo de conduccién del canal de sodio dsl musculo esquslético de
Caudiververa caudiververa, los resultados mostrados en esta tesis indican que: i- A bajas
concentraciones Iénicas, 1a conduccion de iones sodio es afectada por cargas negativas en las
superiicles internas y externas dsl canal. il.- El canal permite ocupacién doble. lii- El canal
presenta dos subestados de conductancia (gama, y gama,), la frecusncla con que se observan
uno u otro estado de conductancia esté determinada por la concentracion Iénica y por la presencla

de inhibidores de proteasas en el proceso de obtencién de membranas.

4.2.1. Efecto de cargas superficlales negativas sobre la conduccién I6nica del canal.

En esta tesls, los resultados que indican un efecto de cargas negativas de supericie sobre
la conducelidn iénica del canal modificado por BTX son los siguentes:

.- Cuando la concentracién de Na* tiends a cero, la conductancia de los dos subestados,
gama, y gama,, tienden asintoticamente a 5,8y 4,2 pS, respectivamente,

iL- Cuando la concentracién externa de sodio es baja, tanto el blogueo por Cs™, como por

Batty Mg** no pueden ser descritos por una simple isoterma de Inhibicién.

4.2.1.1. Comportamiento asintético de las relaciones de conductancia vs. [Na'*' 1
Debido a la gran amplitud el intervalo de concentraciones de sodio en que se trabajé, este
es el primer trabajo en que se observa esta tendencia asintética de la conductancia. Este es un

resultade importante pues tiene profundas implicaciones con respectc a ia geometria de Ia

.
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distribucion de cargas de superficle en el canal,

A falta ds Informacién estructural sobre la geometria de la distribucldn de las cargas de
supericie, en esta tesis se aplicd la forma més sencllia de la teorla de Gouy-Chapman. En la
derivacién de las ecuaciones que relacionan el potencial de superficie con la densidad de cargas,
un supuesto fundamentat es que las cargas se encuentran distribuldas homogeneamente en una
superficie piana infinita (McLaughlin, 19877; Latorre y cols., 1891). Por otra parte, Dani (1986} y Caiy
Jordan (1990) han propuesto otras gsometrias para la distribucién de cargas. Estos autores han
propussto que los extremos del sistema de conduccién de los canales iénicos presentan vestibulos
amplios gque se hacen méas angostos hacia el interior del canal; la etapa limitante en el proceso de
conduccién iénica se produce en una zona estrecha en que la difusidn estéa restringida. En la
frontera entre estas dos regiones existe un anillo de cargas negativas que generan un potencial de
superficie que afecta la conduccién idnica. A partir de estas dos geometrias de distribucion de
cargas, sn un plano infinito 0 en un anillo, es posible hacer predicciones completamente distintas
sobre el comportamiento de la relacion de conductancia vs. [Na*] en el limite Inferior de
concentraciones de sodio.

La teorfa de Gouy-Chapman predice que cuando la concentracion en e! seno de la
solucién tiende a cero, el potencial de superficie tiende a Infinito y la concentracion local de Nat en
la superficie cargadatiende a o%/(2RTe S onqueo,R, T e,y €, son la densidad de carga en la
superficie del canal, la constante de los gases, la temperatura absoluta, la premitividad del vacio y
la constante dieléctrica del agua, respectivamente (Green y cols,, 1987a; Cal y Jordan, 1990;
Latorre y cols,, 1991). Dado que la concentracion local tiende a un valor fijo, entonces, en el limite
inferior de la concentracion i6nica, la conductancia del canal también tiends a un valor fijo (ver
figura 3.12). Por otra parte, a partir de la solucidén nimerica de la ecuacion de Poisson-Boltzmann
para la geometria propussta por Cal y Jordan, la prediccion es que la conductancia del canal no
tendra asintota cuando la concentracién de Na't en el seno de la solucién tienda a cero, pues, en
esta geometrfa, ¢l potenélal de superficle tiende a un valor finito y la concentraclén local de Na™®

tiende a cero (Jordan y cols., 1989; Caly Jordan, 1990).
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Los resultados de la figura 3.12 musstran claraments que la conductancla de ambos
subestados del canal, gama, y gama,, tiende a un valor asintético cuando la concentraclén de
sodio tiende a cero, Por [o tanto, la suposicién inicial de que las cargas negativas se encuentran en
un plano parece méas razonable que fa geometria planteada por Cal y Jordan (1 990). Es necesario
tener presente que estos resultados no descartan la existencia de un vestibulo cargado en el
sistema de conduccidn del canal, solo se descarta la geometrfa de distribucién de cargas
planteada por Cal y Jordan. Otro argumento en contra de la geomestila propuesta por Caiy Jordan
es que la estimacion de la constante de disociacién para el Na* hecha a partir de este modelo es

extramadamente alta (Kap=2.5 M; ver secciones 4.2.2.2 y 4.2.2.3).

4.2.1.2 Bloqueo a bajas concentraciones de Nat,

Los resultados que muestra la figura 3.15 se pueden resumir en que una simple isoterma
de Inhibicién no puede dar cuenta de bloqueo de las correntes por Cs* o por cationes divalentes
(Ba** y Mg**), en cambio, ellas pueden ser adecuadamente descritas suponiendo que la
concentracién del 16n bloqueador en la vecindad del sitio de bloqueo es Incrementeda por la
existencia de un potencial de superficie (Smith-Maxwell y Begenisich, 1887; MacKinnon y cols,,
1989; Villarroel, 1989; métodos, ecuaciones 2.7, 2.8y 2.9).

Para hacer el ajuste de estas curvas se uso la densidad de carga superficial en el lado
externc obtenida del modelo de barreras (g, = 0,041 -enm’?; tabla 3.2) como paréametro fljo. Con
estas condiciones se pudo obtener un buen guste al efecto de los cationss divalentes (linea
continua en la figura 3,15B), pero, para el Cs™ el ajuste fue Inadecuado {linea discontinua en la
figura 3.15A,; Ky = 377 mM) y el msjor ajuste se obtuvo a partir de una densidad de carga mayor
(O, = 0,1 -enm’®; K, = 733 mM; linea discontinua en la figura 3,15A),

Sin embargo, la interpretacién ds ios resultados resumidos en la figura 3.15 se complica
debido a que el canal permite ocupacién mitiple, ya qus, en la derivacién de la ecuacion 2.9 se

supone que sl ién bloqueador se une a un sitio Gnico en &l canal, En consecusncia, los resultados

mostrados en la figura 3.15 pueden representar el efecto combinado de la ocupacién doble y de
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las cargas de superficie.

4.2.1 3 Potencial de superficie en el mecanismo de conduccion de ofros canales Na™t incorporados
a bicapas.

Hasta el momento, con latécnica de bicapas se han estudiado Ia relacidén de conductancia
vs. [Na*] en canales de sodio modificados por BTX de diversos origenes: los canales de cerebro
de rata y de perro (French y cols., 1986b; Green y cols., 1987a), purificado de slectroplaca de
angulla (Recio-Pinto y cols., 1987), de mUsculo esquslstico de rata (Moczydlowski y cols, 1984a) y
de nervio éptico de calamar {(Behrens y cols., 1989), De estos trabajos, solo los canales de cerebro
de perro y el canal purificado de anguila muestran resultados que indican la presencia de cargas
de superiicie que actuan sobre el sistema de conduccion del canal. Esta diversidad podria ser
consecuencia de modificaciones de [os canales durante el tratamiento bloguimico de obtencidn de
membranas, La diversidad, también puede representar diferencias estructurales entre los canales
de cada uno de los origenes. En tal caso, probablemente las diferencias entre los canales no son
resultado de grados distintos de glicosilacién, pues, la glicosilacién parece afectar més a la cindtica

de apertura y cierre que a! sistema de transporte de iones {ver seccién 4.3.2.3).

4.2.2 El canal de sedio modificado por BTX presenta ocupaclén maltiple.

El efecto anémalo de la fraccion molar que se muestra en la figura 3.16 no puede ser
explicado con ninglin modelo de conduccién que parmita solo un ion a la vez dentro de su sistema
de conduccidn del canal. Por lo tanto, constituye una demostracién de que el canal de sodio
permite ocupacién miltiple (Hagiwara y cols,, 1977; Hess y Tsien, 1884; Eisenman y cols., 1986).
Este resultado es muy Importante puesto que es primera vez que en un canal de sodio modificado

por BTX se observa este fenémeno.

4.2.2.1 El efecto anémalo de la fraccién molar y el modelo de barreras.

El modelo de barreras propuesto para explicar las caracteristicas de conduccién del canal
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de sodio modificado por BTX puede dar cuenta de la mayor parte de los resultados experimentales,
sin embargo, este modelo no pueds dar cuenta del efecto andmalo de la fraccién molar en las
mezclas de sodio y litio. Con cualquiera de las dos combinaciones de factores de repuision
electrostética usadas (A, | = Ay, na = 236 0A vo =236V A | = 1,48), el modelo de barreras
no predice [a existencia de un minimo,

Debido a que las relaciones corrlente-voltaje a concentraciones mayores que 10 mM son
simétricas en torno al eje del voltajs, el modelo de barreras de energia que se construyd es
simétrico con respecto a los extremos de la via de conducclién. Esta condicidn es claramente
errénea, pues, el efecto anémalo de la fraccion molar se observa con claridad solamente a
potenciales negativos, por lo tanto, este resultado refleja la existencia de un components asimétrico
en el sistema de conduccién que no es observable en las condiciones experimentales mas simples
(resultados, figura 3.11). Sin embargo, para los iones potasio y rubldio esta asimetria del sistema
de conduccién es claramente cbservable aiin en ausencia de mezclas. En el canal de sodio
modificado por BTX del misculo ssquelético de rata, jas relaciones corriente-voltaje en 200 mM KCI
en ambos lados del canal son mayores a potenciales negativos que a potenclales positivos, por
otra parts, el potencial de inversién que se obtiene en condiciones bliénicas Nat/K* o Na*/Rb* es
diferente dependiendo de si el Na* se encuentra en el lado intra o extracelular del canal (Garber,
1988}, Es claro que modelos mas complejos pueden dar cuenta de los resultados de esta tesis.
Estos modelos pueden incorporar mas barreras y més sitios de unién (Hille, 1975a) o barreras
fluctuantes como las que se han propuesto para el canal-receptor de acetlicolina (Eisenman y Dani,
1986), Sin embargo, la adopcién de modelos méas complejos requiere mayor numero de
parémetros ajustables y, por lo tanto, mayor nimero de datos y condiciones experimantales que

las exploradas en este trabajo.

4.2,2.2 Ocupacion sencilla en'otros canales de sodio modificados por BTXy el problema de las Kap:
Los canales de sodio modificados por BTX en que se ha estudiado la conduccidn

presentan relaciones de conductancla vs. {Na*] que pueden ser adecuadamente explicadas con
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modelos de ocupacién sencllia. Los valores obtenidos para la constante de disoclacién aparente
para el Na* (Kﬂp) van desde 7 mM hasta 1,5 M (tabla 4.1). Es de interés hacer notar que en los
trabajos en que los valores obtenidos de Kap son mayores que 100 mM, los datos no se gfustan
con una curva de Michaelis-Menten requeriendose incorporar la presencia de cargas de supsriicie
como condicién necesaria para explicar las relaciones de conductancia vs. [Na™] sin apartarse de
un modelo de ocupacién sencllla. Este resultado es sorprendente pues, a menos que el
mecanismo de transporte en el interior de los canales cargados sea diferente al sistema de
transporte de los canales no cargados, después de corregir por el efecto de las cargas de
superficle, se deblera esperar que las constantes de disoclacién sean similares.

Las diferencias en los valores de Kap encontrados pueden ser explicadas sin necesidad de
considerar que el mecanismo de conduccién de los canales es diferente.

Las enormes diferencias en los valores de Kap parecen depender estrechamente del
intervalo de concentraciones de sodio en que cada estudio fue hecho. En la tabla 4.1 se aprecia
que cuando el intervalo de estudio estd desplazado hacla concentraciones bajas, los valores
obtenidos para Kap son del orden de 10 mM, por otra parte, cuando el intervalo de concentraciones
estad desplazado hacia concentraciones mayores, los valores de Kap son mayores. En
consecuencia, las discrepancias entre los valores de Kap puedsen deberse a que el ajuste con
modelos de conduccidn que permiten un solo ién se hizo en diferentes intervalos de
concentraciénes de sodio.

En este trabajo, la primera indicacién de que el canal de Nat modificado por BTX puede
ser doblemente ocupado fue entregada por el ajuste de las relaciones de conductancia vs. [Na*]
que se muestran en la figura 3.12. La distincion entre el modelo de barreras con ocupacién sencilla
y con ocupacién multiple a partir de la forma de las relaciones de conductancla vs. [Nat] fue
posible gracias a que la amplitud del intervalo de concentraciones en que se desarrollé este trabajo
es mayor que cualquiera de los estudios anteriores.

Por otra parte, los parametros del modelo de barreras que dén mejor ajuste a las relaciones

de conductancia vs. [Na*] de la figura 3.12, muestran que los valores de densidad de carga

e



Tabla 4.1

-

Cuadro comparativo de los valores de K,y de conductancia méxima (Tmax ¥ de
densidad de cargas de superryﬁcie descritos para otros
canales de sodfo modificados por BTX,

Canal K ap M) g, PS) ofenm 2) Intervalo  Referencia
Cerebro de petro 1,500 45 0,38 0,020-3,50 Greeny cols., 19874,
Axon de calamar 0,214 1 0,26 0,015-1,00 Correay cols., 1891,
Cerebro derata 0,037 31 0,025-1,00 Frenchy cols,, 1986b,
N. éptico de calamar 0,011 23 0,005-0,54 Behrensy cols., 1989,
Misculo de rata 0,008 21 0,003-0,48 Moczydiowski y cols., 1984a.

El intervalo [Na*] en el que se estudié la conductancia de estos canales estd expresado en
concentracion molar. En el trabajo de Correa y cols., 1991 el valor K , Se obtuvo a partlr de Ia
profundidad de los pozos de un modelo de barreras de energla que eliok usaron. En el resto de los
trabajos, [os valores de K__ fueron obtenidos a partir del ajuste de una curva de Michaelis-Menten que
relaciona la conductancia del canal con la concentracion local. Ei simbolo — indica que en los ajustss,
los autores no consideraron la presencia de cargas de superficle. .
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superficial ¢ y de energfa de los picos y pozos que se obtienen dependen fuertements de las
condiciones de ocupacion sencilla o muitiple con que se haga el ajuste (ver resultados, tabla 3.1).
Por elemplo, a partir de la condicién de ocupacién sencilla, se obtienen valores de energla para los
pozos de gama, y garna,, de 0,52y -0,16 kT, respectivamente, el célculo de las Kap a partir de estos
valores son 1,68 y 0,85 M, respectivamente, Nétese que estos valores son comparables a los
valores que se han obtenido para los canales que presentan constantes de disociacién altas. En
cambio, los valores de K‘ap que se obtienen cuando el ajuste se hace con la condicién de
ocupacién doble, son considerablemente més bajos. Estos valores son 0,014 y 0,018 M para
gama, y gama, respectivaments; valores parecidos a los obtenidos para los canales que presentan

constantes de disoclacién pequefias.

4.2.2.3 Los canales modificados por BTX comparien un mecanismo de transporte comun.

Las diferencias entre las caracteristicas de conducclién ds gama, y gama, pueden ser
explicadas suponiendo un cambio en las barreras de ensrgia en el sistema de conduccién del
canal. Por esta razon, diferencias en la altura de la barreras de ensrgfa podrian explicar las
diferentes conductanclas que muestran ios distintos canales de sodio modificados por BTX (Tabla
4.1). Suponiendo que el mecanismo de transporte en el interfor del canal es el mismo {ocupacién
multiple) y que los canales solo se diferenclan en la amplitud del potencial de superficie que afecta
la distribucién de fones en la bocas del canal y en la altura de las barreras de energla, las
relaciones de conductancia vs. [Na*] de diferentes canales de sodio modificados por BTX fusron
ajustadas con el modelo de barreras de la figura 3.14. Estos ajustes fueron hechos dejando como
parametros ajustables la altura de las barreras y la densidad de cargas de superficie; la
profundidad de los pozos de energla y el factor de repulsién electrostética se dejaron fljos en -4,25
kT (Kap = 14,4 mM) y 2,36 kT, respactivamente (ver resultados, tabla 3.2), Este procedimiento fue
aplicado exitosamente con todos los canales, con la excepcién del canal de cerebro de rata
(French y cols., 1986b). Para este canal, la profundidad de los pozos de energla también fue un

parametro ajustable que alcanzd un valor de -2.91 kT.




Tabla 4.2

Cuadro comparativo de Ios parémetros de ajuste con el modelo de barreras a las
relaciones de conductancia vs. [Na*] de otros canales de sodjo modificados por BTX.

Canal picos K (o) Referencia
KT M -e/nm?

C. purificado de anguila 8,81 14 0,225 Reclo-Pinto y cols., 1987.
Cerebro de perro 8,64 14 0,166 Greeny cols., 1987a,
Musculo de rana

gama, 8,83 14 0,026 Este trabajo.

gama, 9,09 14 0,024 Este trabajo.
Musculo de rata (3-480) 8,59 14 0,014 Moczydlowsky y cols., 1984a.
Cerebro de rata (*) 9,44 55 0,005 Frenchy cols., 1986b.
Nervio Optico de calamar 8,48 14 0,002 Behrens y cols., 1989,
Musculo ds rata (0,5-3000) 8,27 11 0.009 Comunic. Pers. Dr. Moczydlowsky

Los valores de energfa de los plcos estan expresados en unidades de kT (usando como
referancia 1 molar). Los valores de ¢ corresponden a la densidad de cargas negativas, que se supone
igual, en ambos lados del canal. En todos los ajustes ds las relaciones de conductancia vs. [Na*] se
fljaron los parametro de repulsion electrostatica (A, ., = 236 KT). La profundidad de los pozos de
energla fue fijada en -4.25 KT para todos los ajustes, excepto en el trabajo sefialado por (*) en el que fue
un parametro gjustable que convergié a -2.91 kT. En los resultados de musculo de rata en el intervalo
0,5-3000 mM fueron ajustados dejando libres a los cuatro pardmetros,
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Figura 4.1. Relaclones de conductancla vs. [Na'] para diferentes canales de Na‘
modificados por BTX. ‘

Las curvas fueron trazadas a partir del modslo de barreras de la figura 3.14 evaluado en
el intervalo 0,1-5000 mM. Los parametros para canal se encusntran en la tabla 4,1, ellos difieren
en la densidad ds cargas superficial y en Ia altura de las barreras.

A.- Canales con alta densidad de carga superficial, Las lineas continuas fusron trazadas
a partir de los parametros de la tabla 3.2 y corresponden a a gama, y gama,. Las lineas de
discontinuas representan; trazos largos, axon gigante de calamar; trazos medianos, canal
purificado de electroplaca de angulla; trazo corto, sinaptosomas de cerebro de perro, Los
valores graficados correspondientes al canal purificado de anguiia son tomados de Recio-Pinto
y cols, (1987).

B.- Canales con baja densidad de carga superficial. La linea continua corresponde a
sinapotosomas de cerebro de rata; ifnea discontinua de trazos largos corresponde a nervio
optico de calamar y la linea discontinua de trazos cortos corresponde a tibulos transversales
de musculo esquelético de rata,
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Las relaciones de conductancia vs. [Na"'] y sus respectivas curvas de ajuste, evaluadas
entre 0,0001 y 5,0 M, se musstran en lafigura 4.1. Los canales ss agruparon en canaies 'cargados’
(figura 4.1A, misculo esquelético de rana; gama, y gama,, sinaptosomas de cerebro de perro, el
canal purificado de anguila y el canal de sodic de axdn gigante de calamar) y canales con ‘poca
carga’ (figura 4.1B, miscuio esquelético de rata, nervio optico de calamar y sinaptosomas de
cerebro de rata). En esta figura es posible apreciar que las relaciones de conductancia vs. [Na*]
de los canales modificados por BTX pueden ser adecuadamente descritas con el modelo de
barreras de la figura 3.14 dejando solo dos parametros ajustables para la mayoria de ellos.
Ademas, en todas las curvas de ajuste, especialmente en las curvas de los canales 'no cargados’
es posible apreciar un forma bifsica de las relaciones de conductancia vs. [Na™] predichas.

Estos resultados solo se deben interpretar en 8] sentido de gue e! mecanismo de
conduccién Iénica es comin para todos los canales de sodio medificados por BTX {ocupacién
mtltiple y cargas negativas en la superficie).
4.2.2.4 Comparacién con el canal de sodio modificado por BTX del musculo esquelético de rata.

Una confirmacién Independiente de que los canales de sodio modificados por BTX poseen
un mismo mecanismo de conduccién Idnica ha sido posible obtenerla gracias a la gentileza del Dr.
Edward Mockzydlowski, Department of Pharmacology, Yale University School of Medicine, New
Haven, Conn., quien nos facllité sus resultados adn no publicados de un estudio de Ia relacién de
conductancia vs. [Na™] de los canales modificados por BTX del musculo esquelético de rata, Este
trabajo fue hecho en un intervalo de concentraciones similar al estudiado en esta tesis (0,5-3000
mM). En la figura 4.2 se observa la relacién de conductancia vs. [Na™] de este canal, en estos
datos se aprecia claramente la existencia de! comportamiento bifésico predicho por el modelo de
barreras con ocupacién doble para la relacion de conductancia vs. {Na*]. La linea discontinua de
trazos cortos fue trazada a partir del modelo de barreras de la figura 3,14 con los parémstros de
gama, de la tabla 3.2 y fue puesta a modo de comparacion, La linea discontinua de trazo largo

corresponde al ajuste de los datos del canal de musculo esquslético de rata en el intervalo
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Flgura 4.2. Comparacién con el canal de misculo esquelético de rata.

Lainea discontinua ds trazos cortos fue dibujada a partir de los par&metros para gema,
y fue puesta a modo de comparacién. !a linea discontinua de trazos fué trazada con los
parametros obtenidos ds! ajuste de a los datos del canal de sodio de musculo esquelético ds
Moczydiowskl y cols. 1984 (linea discontinua de trazos cortos en la figura 4.1). La linea continua
fue trazada con a partir del ajuste a los circulos negros con el modelo de barreras de la figura
3.14, dejando como parémetros libres la altura de las barreras, la profundidad de los pozos, sl
factor de repulsion electrostatica y la densidad de carga superficial. Los valores obtenidos para

los parametros de ajuste a estos datos son: barreras = 8,27 kT: pozos = -4,53 kT; ANa_Na =292
KT; o= 0,0088 -enm’Z,
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estrecho de concentracionss de sodio (3-480 mM) mostrados en la figura 4.1B, Es posible apreciar
que sl poder predictivo de las condiciones puestas en la seccldn anterior es razonablements
bueno. La linea continua que sigue con mayor fidelidad a los datos experimentales corresponde al
ajuste del modelo de barreras dejando libres los cuatro pardmestros ajustables, es decir, la altura de
las barreras de energia, la profundidad de los pozos, el factor de repulsién electrostética y la
densidad de cargas de superficie. Los parametros resultantes del ajuste estan en latabla 4.2,

En la figura 4.2, la linea discontinua de trazos largos repressnta la condicién que dentro de
la via de conduccion, el mecanismo de transporte es iguat al del canal de misculo esquelético de
rana (idéntico factor de repulsion slectrostética e identicas constantes de disociacién). Por otra
parte, la diferencia entre las lineas continuas y discontinua de trazos largos, es mayor que el error
experimental en la determinacién de las conductancias (especialmente para los valores mayores
que 10 pS). Por lo tanto, la diferencia entre los datos experimentales del canal de misculo derata y
ia Iinea discontinua de trazos largos representa diferenclas en el mecanismo de transporte dentro
del canal entre los canales de ratay rana, Estas diferencias sumadas a la imposibilidad de obtener
buenos ajustes de la relacién de conductancia vs. [Na™] del canal de cerebro de rata fijando la
profundidad de los pozos de ensrgla en -4.25 kT (seccién 4.2.2.3). Revela la existencia de
heterogeneidad en el mecanismo de conduccion de los canales de sodio modificados por BTX. En
todo caso, a la luz del modelo de conduccién con ocupacién doble, la heterogeneidad de los
parametros de ajuste de diferentes canales, especiaiments en los valores de Kap. resulta mucho

menor que la heterogeneldad resultante a la luz de modelos con ocupacién sencilla (ver Tabla 4.2),

4.2.2.5. Estado de ocupacién del canal en funcién de [Na + IB

La figura 4.3 muestra la probabilidad de encontrar los cuatro estados posibles de
ocupacion dsl canal: vacio; solo el sitio externo ocupado; solamente el sitio interno; ambos sitios
ocupados simultaneamente. Estas probabilidades fueron calculadas a 0 mV para el intervalo de
concentraciones de sodio de 0.1-5000 mM. De la figura 4.3 es posible notar tres caracteristicas del

sistema de conduccién del canal de sodlo: i.- Debldo a la presencia de cargas de superficie, en 0,1
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Flgura 4.3 Ocupaclén del canal de sodio en funclén de [Na*].

El efecto de aumetar Ia concentracldn de sodio en el intervalo 0,1-5000 mM reducs la
probabilidad de enconirar el canal vaclo desde 0,5 hasta 0, la bajar la concentracién de sodio,
la probabilidad de encontra el canal vacié converge a un valor cercano a 0,5. La prpbabllidad de
ocupacion del sitio externo es slempre mayor que la probabilidad de ocupacién det sitio Interno,
sin embargo, an concentraclones mayores que 1000 mM la diferencla entre las probablliidades
de ocupacion de los sitios externo e Interno deja de ser importants, por otra parte, a estas
concentraciones, la ocupacion doble comienza a ser importante.
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mM de Na', la probabllidad de encontrar el canal ocupado es 0,5 (en un canal idéntico pero no
cargado esta probabilidad es 0,014). il.- Debido a la mayor densidad de cargas de superficie en el
lado externo del canal producs, en todo el intervalo de concentraciones de sodio, la probabilidad
de ocupacidn del sitio externo es mayor que la probabilidad de ccupacion de sitio interno. Este
resultado podria dar cuenta de la asimetria en el sistema de conduccion que se aprecia a partir de
la asimetria del efecto andémalo de la fraccién molar. lii.- La probabllidad de ocupacién doble
empleza a ser significativa para concentraciones mayores que 1 M. Este resultado concuerda con
la observacion que el exponente de la razén de flujos sea igual a uno cuando el canal de sodio ds!

axén gigante de calamar est& a concentraciones fisiolégicas de sodio (Begenisich y Busath, 1981).

4.2.3 Subestados de conductancla en el canal de sodlo.

En esta tesis se ha estudiado el mecanismo de conduccibn de dos estados de
conductancia del canal de sodic modificado por BTX del misculo esquelético de rana (gama, y
gamaa). Estos estados de conductancia representan dos estados conformacionales ds la protsina,
cuya estabilizacién depende de la concentracion de sodio y de la presencia de Inhlbléiores de
proteasas durante el proceso de obtencion de membranas de misculo. Estas dos conductancias
son dos formas de la misma proteina, pues, en los canales provenientes de membranas obtenidas,
tanto en ausencia, como en presencia de inhibidores de proteasas se observan transiciones entre
los dos estado de conductancia (resultados, figuras 3.6 y 3.7). Ambos subestados tienen la misma
selectividad i6nica {(medida entre LiT/Na® y Cs*/Na*; resultados seccién 3.2.4) y sus relaciones de
conductancia vs. [Na*] son identicas, excepto por un factor de escala (gama1 = 1,5 gama,;
resultados, figura 3.12). Por otra parte, el comportamiento cinético de ambas formas dsl canal de
sodio puede ser descrito con el mismo modelo cinético (resultados, seccién 3.3.9). En
consecuencia, las diferencias entre estas dos formas del canal pueden se explicadas por un simple

cambio de =~0,40 kT en la altura del las barreras del sistema de conduccion.
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4.2.3.1 La frecuencia de aparicién de subestados depende de Ia concentracion de Na™ .

En un amplla variedad de canales ibnicos ha sido descrita la presencia de subsstados de
conductancia (ver Fox, 1987; Meves y Nagy, 1989). En los canales de sodio se ha observado la
presencia de subestados, tanto en ol canal no modificado (Cachelin y cols., 1883}, como en el
canal tratado con diferentes toxinas que eliminan o retardan la Inactivacién (por citar aigunos,
Green y cols., 1987a; Recio-Pinto y cols., 1987, Patiak, 1988; Niilus y cols., 1989a; Schrelbmayer y
cols., 1989; Levinson y cols., 1990).

En esta tesis se muestra que la frecuencia con que se manifiesta los estados de
conductancia gama, y gama, en los canales provenientes de la preparacion hecha en ausencia de
inhibidores de proteasas depende de la concentracién de sodio. Resultados similares se han
encontrado en el canal de cerebro de perro y en el canal purificado de electroplaca de anguila
(Greenyy cols., 1987a; Reclo-Pinto y cols., 1987).

Cuando Green y cols., (19872) estudiaron ia relacién de conductancia vs. [Na*] de! canal
de sod_io de cerebro de perro modificado por BTX, observaron que a concentraciones menores que
500 mM NaCl aparece un subestado de conductancia mas ruidoso y con una amplitud que es
~50% de la amplitud del estado principal. La aparicién de este estado del canal se hace mas
frecuente al bajar la concentraclén de NaCly a concentraciones menores que 20 mM es el unico
estado que se presenta. Por otra parte, cuando el canal purificado de anguila es incorporado a
bicapas en presencia de BTX y en 500 mM NaCl en ambos lados, presenta una conductancia de 25
pS (Reclo-Pinto y cols., 1887), sin embargo, los autores encontraron que infrecusntemente se
incorporaban a la bicapa canales con conductancia de 12-14 pSy en soluciones de 20 mM NaCl la
frecuencia de aparicién de esta conductancia era comparable a la del estado mas conductor. En
este trabajo, los autores no llegan a determinar si las diferentes conductancias corresponden & dos
estados de mismo canal o a dos canales diferentes.

El canal de sodio es una proteina altamente glicosllada, en ella los residuos de acido sidlico
son muy abundantes confiriendole al lado externo del canal una gran densidad de cargas

negativas (Miller y cols., 1983; Levinson y cols., 1990; ver seccién 4.3.2.2), por lo tanto, cambios en
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1a fuerza Iénica deben gensrar grandes cambios en los potenciales y campos eléctricos locales
que pueden afectar la establlizacion de un determinado estado conformacional de! canal, Por otra
parte, a frecuencia con que se manifiestan los diferentes estados de conductancia depende de la
fuerza 16nica, entonces, es razonable pensar que la modificacién del grado de glicosilacién se
relacione con la aparicién de diferentes estados de conductancia.

En el canal de sodio purificado de electroplaca de anguila, el tratamiento con
neuroaminidasa para remover selectivamente residuos de acido siélico Induce la aparicién de una
gran variedad subestados de conductancla que se Intercambian reversiblemente con el estado
conductor principal (Levinson y cols., 1990). Por otra parte, la metilacién de grupos carboxilos con
tetrametiioxonio (TMQ) reduce la conductancia del canal en un 37% (Worley y cols., 1986), este
efecto se produce de manera todo o nada’ y se puede interpretar como la inducclén de una nusva
conformacién conductora del canal (*). Por lo tanto, i efecto del TMO y la neuroaminidasa sobre el
canal puede ser el de induclr la aparicién de estados de conductancia del canal que de otra

manera no serlan observables (Catteral, 1988).

4.2.3.2 Subestados de conductancia y modelos estructurales de los canales ionicos.
Una amplia variedad de canales presentan subestados de conductancia que son maltiplos

de una misma amplitud. Por ejemplo, en los canales de CT, el de la electroplaca de Torpedo

* El efecto del TMO no solo es reducir la conductancia del canal, sind que también disminuye
la sensibilidad al blogueo por ca*tt y evita el bloqueo por STX. El caracter ‘todo o nada’ de la
aparicién de todos estos efectos llevo a Worley y cols. (1986) a proponer que la metilacién de un
solo grupo carboxilo produce todos estos efectos y que este grupo carboxifo se encontrarla en la via
de conduccién, donde también actuarfa la STX. Sin embargo, esta explicacién es inconsistente con
los resultados encontrados por Moczydiowski y cols. (1984a; 1984b). Ellos encontraron que no se
produce competencia entre e/ Na™ intracelular y estas toxinas, ademds, la valencia efectiva del
blogueo por estas toxinas es independiente del nimero de cargas que posea, por estas razones, el
efecto de estas toxinas no serfa bloquear la via de conduccién, sind, actuar alostericamente
induciendo un cambio conformacional hacia un estado no conductor,

Por otra parte, una reduccién de un 37% en la conductancia del canal no pusde ser
explicada por una reduccién de la densidad de cargas de superficie, pues, a partir de las
estimaciones de la densidad de cargas de superficie de este canal (seccién 4.1.2.3) y de las
condiciones experimentales en que los autores trabejaron, NaCl 125 mM, MgCl, 100 uM, fa
influencia de las cargas negativas sobre el sistema de conduccién de este canal es tdn pequeria
que la eliminacién de todas las cargas de superficie no debiera reducir la conductancia de este
canal en méds de un 5%.
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presenta dos estados de conductancla de 10y 20 pS (Miller, 1882); en canal de CI" activado por
Ca*™ da neuronas de moluscos se han descrito 16 niveles de conductancia, todos slios muliplos
de 12,5 pS (Gsletyuk y Kazachenko, 1985). Por otra parte, en los canales de K* de tibulos renales
y de cardiocitos se han obsarvado 4 y 3 niveles de conductancia igualmente espaciados,
respectivamente (Hunter y Giebisch, 1987, Matsuda y cols., 1989). Para todos estos canales se ha
propuesto una arquitectura comun, ellos estarfan formados por el agrupamiento de subunidades
conductoras idénticas que funcionan en paralelo, entonces, cada subestado de conductancia
corresponde a la contribucién a la corriente total de una o mas subunidades conductoras. En
todos estos canales, la frecuencia con que se observan los distintos niveles de conductancia
pueds ser explicada si cada una de las subunidades se comporta Independientemente de Ia otra.
Por otra parte, el canal pueds cerrarse completamente desde cualquiera de los niveles de
conductancla, lo que indica que ademas las subunidades pueden actuar coordinadamente para
cerrarse, Modelos da este tipo predicen que la selectividad iénica y relacién de conductancia vs. la
concentracion del ion transportado es idéntica en todos los estados posibles de conductancia. Asl,
-en un modelo de barreras de energfa las diferencias en la conductancia de los subestados debiera
ser descrita como un simple cambio en Ia altura de las barreras de energfa (Fox, 1987).

Dado que las diferencias entre gama, y gama,, pueden ser explicadas por un camblo en la
altura de las barreras de energla, este modelo de las subunidades conductoras resulta atractivo
para explicar las diferencias observadas entre gama, y gama,. En efecto, modelos ds este tipo han
sido propuestos para el canal de sodio (Meves y Nagy, 1988; Schreibmayer y cols., 1989;
Schreibmayer, 1990; Schindler, 1990). En todos estos trabajos, los autores coinciden en proponer
sels subunidades conductoras para el canal de sodio. Sin embargo, recientemente se ha descrito

que un solo ion Cd* ™

puede bloquear completamente el canal de sodio de corazén (Backx y cols.,
1990). Los eventos de bloquec por Cd** se observan como cierres muy breves del canal (cuya
duracién promedio es = 1 ms) y la constante de rapidez de blogqueo depende del voltaje, indicando
que el Cd** penetra en la via de conducci6n del canal, Este resultado es incompatible con la

hipdtesis de las subunidades conductoras puesto que es dificil imaginar que un solo catién pueda
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bloquear simultaneamente las sels subunidades conductoras, A pesar de este resultado, alin no es
posible descartar el modelo de las subunidades conductoras, puesto que, en el rectificador
andémalo, para el cual se ha propuesto una estructura compuesta de tres subunidades
conductoras, se ha descrito que los iones Cs™ y Rb™* Inducen eventos ds bloqueo cuya amplitud
es 1/3 de la amplitud méxima, pero que también inducen clerres completos desde la amplitud
méxima (Matsuda y cols., 1989).

Otras explicaciones para el origen de subestados de conductancia en los que se preserve
las caracteristicas del mecanismo de conduccion idnica (que las diferencias en conductancia
puedan se atribuidas a un cambio en la altura de las barreras de energia), consisten an suponer
una compuerta que abre y clerra el canal a una frecuencia tan alta que no puede ser resusita por el
sistemé de registro. Este fendémeno produce una aparente reduccion de la conductancia, pues, la
amplitud de la corrlente observada corresponde a un promedio en el tliempo de la corrients que
pasa a través del canal (Yellen, 1984 a y b; Blatz y Magleby, 1986b). Si la rapidez de las
transiciones es mayor, pero cercana, que la resoluclén temporal del sistema de registro, producira
un incremento en s ruido eléctrico de la sefal cuando el canal- se encuentre en este subestado
aparente. Esta podria ser un explicacién para el subestado que se observa a bajas
concentraciones de Na* en el canal de sodio modiicado por BTX de cerebro de perro (Green y
cols, 1987a; ver seccién 4.2.3.1). En los canales i6nicos, los valores de Q,, para los fendmenos
cinéticos y de transporte son =3 y =1,5, raspsctivamente (Hodgkin y cols., 1952). Si ef subestado
de conductancia es producide por un cambio en el mecanismo de conduccién, cuando se modifica
la temperatura, no deblera observarse un cambio notable en la razén entre las amplitudes del
subestado y del estado principal; en cambio, st &l subestado de conductancia es producido por
una compuerta que abre y cierra el canal, la razén entre las amplitudes del subestado aparsnte y el

estado principal debiera ser mas afectada por la temperatura {Fox, 1987).

4.2.4 Efecto de la BTX sobre el mecanlsmo de conducclén.

En el axdn gigante de calamar, Ia razon de permsabllidades Py /P, vy Py,../P\. dependen
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de la concentracion idnica (Meves y Chandler, 1965; Begenisich y Cahalan, 1980a), Estos
resultados Indican que el mecanismo de conduccion del canal de sodio permite ocupacién
multiple, Los resultados mostrados en esta tesis indican que esta caracteristica del sistema de
conduccion se mantiene invarlante en el canal modificado por BTX (resultados, seccién 3.2.7.2).
Entre los camblos que promueve Ja BTX sobre el sistema de conducclén del canal de
sodio, jo mas notorio es Ia reduccidn de la conductancla unitarla de los canales (Quandt y
Narahashi, 1982; Huang y cols., 1984; Correa y cols,, 1991). Dependiendo de las condiciones
experimentales, la conductancia de los canales modificados se encuentra entre un 40 y 70% de la
conductancia de los canales no modificados. Correa y cols. (1991), en el tinico estudio comparativo
del mecanismo de conduccion idnica entre canales modificados por BTX y canales no modificados,
encontraron que la relacién de conductancia vs. [Na*] de ambos canales es muy similar excepto
por un factor de escala. En un modslo de barreras de energla, los parédmetros de ajuste de ambas
relaciones de conductancia vs. [Na*] diferian fundamentalments en la altura de las barreras Yy no
en la profundidad de los pozos de energia. Sugiriendo que, al menos para el i6n sodio, la BTX no

altera draméticamente el mecanismo de conduccion.

4.2.4.1. Efecto de la BTX sobre la selectividad iénica.

Es ampliamente aceptado que el tratamiento con BTX hace a los canales menos salectivo
al Na¥ con respecto a otros cationes, los cambios més draméticos han sido descritos parael KTy
el NH 4+ (Hille, 1984; Khodorov, 1985). Sin embargo, tanto en los canales de sodio modificados por
BTX, como en los no medificados, las mediciones de las razones de permsabillidad entre sodio y
otros cationes monovalentes que se muestran en la literatura muestran notorias diferencias. Por
ejemplo PaH 4/PNa, muestra variaciones entre diferentes preparaciones que se encuentran entre
0,11 y 0,35 (Hille, 1984; Correa y cols., 1891); en el canal modificado por BTX, el intervalo de
razénes PNH4/PNa oscila entre 0,37 y 1,4 (Correa y cols,, 1991; Khodorov, 1985). Tales variaciones
no son el resultado de la incertidumbre en la medicion del potencial de inversidn, mas bién, ellas

representan la conducta bajo diferentes condiciones idnicas de un canal que, modificado o no
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modificado, posee un complejo sistema de transporte {mecanismo que permite ocupacién
mdttiple). De hecho, los primeros resultados que sugulrleron que el canal permite ocupaclén
mltiple consistieron en observar que la razén de permeabilidades Pu/Pra Y Pria/Pre dependen de
la concentracion iénica (Meves y Chandler, 1965; Begenisich y Cahalan, 1980a). En un canal que
permite ocupacion multiple, el cambio en la altura de las barreras de energia, como los inducidos
por la BTX para el Na* (Correa y cols., 1991), puede generar camblos an el estado de ocupacién
del canal y, como consecuencia de esto, para obtener una misma razén de permeabilidades entre
dos iones (por ejemplo: P /Py, 0 Py../Py,) €S Necesario modificar las condiciones iénicas. En
consecuencia, el efecto de Ia BTX sobre el sistema de conducclén podria consistir en un camblo en

ia atura de ias barreras de energfa.

4.3 Caracteristicas cinéticas del canal de sodlo modificado por BTX,

Con respecto a las caracterlsticas cineticas del canal de sodio del misculo esquelético de
Caudiververa caudiververa, los resultados que se muestran en esta tesls Indican que: i.- El canal
presenta por lo menos dos estados ablertos y tres estados cerrados. ii.- La cinética del canal es
sfectada por cambios en la concentracién de sodio. Estos resultados pueden ser explicados
suponiendo la existenclia de cargas negativas en las caras interna y externa del canal. iii.- Existe
correlacion inversa entre eventos ablertos y cerrados adyacentes. El grado de correlacion aumenta
a medida que el potencial aplicado se hace mas negative. iv.- El comportamiento cinético del canal
puede ser explicado con un modglo ciclico. Este modelo puede explicar ef comportamiento cinético
de los canales provenientes de las preparaciones hechas en presencia o en ausencia de

inhibidores de proteasas.

4.3.1 El canal presenta por lo menos dos estados ablertos y tres estados cerrados.
Hasta este momento, todos los estudios cinéticos del canales de sodio modificados por

BTX han reportado la existencia de un sélo estado ablerto y por lo menos dos estados cerrados

{(Quandt y Narahashi, 1982; Huang y cols., 1984; Moczydlowski y cols., 1984; French y cols., 1 986;

I
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Behrens y cols., 1989; Keller y cols., 1880). Los resultados mostrados en esta tesis difieren con
todos jos estudios mencionados anterlormente en que muestran la existencla de al menos dos
estado ablertos y tres estados cerrados,

Los 'estados fantasmas’ son componentes en exceso que aparecen en las distribuciones
de tiempos de permanencia, y son producidos cuando la mayor parte de los eventos son perdidos
debido a que la cinética de los canales es méas réplda que la resolucion temporal del sistema de
registro, Las constantes de tiempo de los componentes fantasmas de las distribuciones son
menores que el doble del tiempo muerto del sistera de registro (Roux-Sauvie, 1885; MacManus y
cols., 1987). Considerando que en la mayorfa de los experimentos mostrados en esta tesis ol
tiempo muerto del sistema de registro fue 0,6 milisegundos, ninguno de los componentes cinéticos
encontrados en las distribuciones de los tiempos de permanecia en los estados abierto y cerrado
de esta tesis puede ser atribuido a una "estado fantasma’, pues, en este estudio solo se trabaj6 con
componentes exponenciales cuyas constantes de tiempo fueron mayores que 1,2 ms (secci6n
3.3.3). Por otra parte, la existencia de correlacion negativa entre las duraciones de eventos ablertos
y cerrados adyacentes (secciones 3.3.5 y 3.3.7.2) es una confirmacion independiente de la
existencia de més de un estado abierto, ya que, sl en el canal existe una sola poblacion de eventos
ablertos, todos los eventos cerrados son abandonados hacla la misma poblacion de eventos
abiertos y, en consecuencia, no deben presentar ningdn tipo de correlacion entre la duracién de
eventos ablertos y cerrados adyacentes.

En todos los trabajos en los que se describe un sélo components en las distribuciones de
eventos abiertos no se han usado criterios estadisticos para determinar si el ajuste de las
distribuciones con dos componentes es significativamente mejor. Por otra parte, debido a las
caracteristicas cinéticas det canal, la separacién entre los dos componentes exponenciales de las
distribuciones es mas notoria a potenciales més negativos (figura 3,22). Sin embargo, a estos
potenciales la fraccién de eventos del componente més lento se hace cada vez menor (f,, enla

figura 3.23) haciendose mas dificil su deteccion.

Tampoco existe en la teratura una discusién basada en criterios estadisticos para




Discusién 175

determinar el nimero de componentes de las distribuciones de eventos cerrados. Ademas, es
posible que la poblacién de eventos cerrados de mas larga duracién no se encuentre presente en
los demé&s canales, ya que, en todos los trabajos, con la excepcién ds! trabajo de Huang y cols.
(1984), el valor méximo que puede alcanzar Po (Pmax) 8s tuy cercano a 1, en cambio en este
trabajo, debido a la presencla de eventos cerrados de larga duracion, los valores de Pmax fueron
cercanos 0,9 (seccién 3.1.3).

El canal de sodic de miocitos de corazén tratade con DP! 201-106, un compuesto que
retarda la cinética de inactivacién en tres ordenes de magnitud, presenta un comportamiento
cinético muy similar al encontrado en esta tesis (Nillus y cols,, 1989b). En este canal se han
encontrado dos y tres componentes exponenciales para las distribuciones de eventos ablertos y
cerrados, respectivamente. Aunque la duracién del componente més lento (=10 ms) de la
distribucién de eventos abiertos es poco afectada por el voltaje, Ia frecuencia con que el canal
visita este estado aumenta con la despolarizacién. La distribucién de eventos cerrados solo
muestra tres componentes a voltajes més poshivos que Vo (comparar estos resultados con los que

se muestran en las figuras 3.22 y 3.23).

4.3.2. La cinética del canal es afectada por el camblo de la concentraclén de sodlo en ambos
lados detl canal.

En la seccidn 3.3.2 se describe que el camblo de la concentracion de sodio en ambos
lados desplaza la curva de activacién de fos canales, este efecto no es resultado de ningun cambio
en el perfil de potencial de los Ifpidos de la bicapa, puesto que la concentracién de Na*t se cambié
simétricamente en ambos lados de Ia bicapa. Por lo tanto, los resultados obtenidos se deben a un
efecto directo del cambio de concentracién de sodio sobre el canal y no a través de la modificacion
del ambiente lipfdico.

En el rectificador tardlo; en el canal de K* activade por Ca** y en el receptor de
acetilcolina se ha descrito que la ocupacién del sistema de conduccion dsl canal evita o dificulta

que el canal se clerre (Armstrong, 1975; Neher y Steinbach, 1978; Miller y Coronado, 1879; Miller y
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cols,, 1987; Demo y Yellen, 1990), Como resultado del cambio en el estado de ocupacion del canal
de K* activado por Ca** Ia curva de activacién se desplaza en ei eje dsl potenclal hacla
potanciales mas negativos. En los resultados de esta tesis se muestra, que al aumentar la
concentracion de Na® desde 200 mM hasta 3,0 M, Ia curva de activacion se desplaza en =+50
mV. Si es que existe un efecto dei estado de ocupacién este no es importante pues el aumento del
estado de ocupacién del canal debe producir un desplazamlento en sentido negativo (ver seccion

4.3.2.3).

4.3.2.1. Origen del desplazamiento de la curva de activacion.

Tanto en el nervio como en ef misculo, el aumento de la concentracion externa de caiclo, u
otro catién divalents, sube el umbral de exitacién (Brink, 1954). Bajar Ja concentracion de calcio
tiene un efecto opuesto, hace que los nervios y misculos se hagan hiperexcitables. En 1957,
trabajando en el axén gigante de calamar, Frankenhauser y Hodgkin reportaron que el aumento en
la concentracion externa de calcio desplaza la curva de activacion de los canales de sodio y de
potasio hacla potenciales méas posttivos. El efecto del ion calcio sobre la cinetica de los canales era
como si cambiara la diferencia de potencial a través de la membrana. Ellos propusieron que los
jones calcio se adsorben al lado externo de la membrana (que esta cargado negativamente)
generando un campo eléctrico dentro de la membrana; este campo eléctrico se suma al campo
eléctrico aplicado. En esta explicaclén, las particulas 'sensoras del voltaje’ que se encuentran
dentro del canal se orisntan en un campo eléctrico que pueds ser modificado por ia concentracion
de cationes divalentes. Una prediccién importante de este modelo (que llamaremos Modelo F&H})
es que al cambiar la concentracion de cationes divalentes, todos los parametros que deseriben &l
comportamiento cinético de los canales debieran desplazarse de la misma manera en el ejs del
potencial. Este modelo parece cumplirse en el caso del musculo esquelético de rana. Hahiny
Campbell (1983) reportaron que el cambio de la concentracién de calcio en el lado externo
desplaza en la misma magnitud todos los parémetros cinéticos que dan origen a la corriente

macroscépica de sodio, es decir, activacion, Inactivacion, desplazamiento e inmovilizacién de
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cargas,

Sin embargo, en e! axén gigante tratado con pronasa (que remueve la inactivacion de las
corriantes de sodio), Gilly y Armstrong (1982) observaron que el Zn** solo afecta el curso temporal
de |2 activacién de las corrlentes de sodio ante un pulso despolarizante, en cambio, no afecta sl
curso temporal de la desactivacién al retornar al potencial de mantencién, Ellos propusieron que
cuando el canal esta cerrado expone un grupo cargado negativamente hacla el fado externo, este
grupo puede ligar al lon zinc y para que el canal pueda abrirse, el ion zinc debe desligarse del
grupo, haciendo maés lenta la apertura de los canales. El canal abierto expons este grupo hacia el
lado interno, por lo tanto no es afectado por el zinc externo, asf la cinética de clerre no es afectada
(Modelo G&A).

El desplazamiento de la curva de activacién como resuitado de cambios en la
concentracién externa de Cat* también ha sido encontrado en canales tratados con BTX
incorporados a bicapas {Cukierman y cols., 1988; Behrens y cols., 1989). Adernés, en el canal de
sodio de cerebro de petro se ha observado que el aumento de la concentracion interna de Ca*t
desplaza la curva de activacién hacia potenciales més negativos (French y cols., 1986a; Cukierman
y cols., 1988), A la luz de los dos modslos, estos resultados suguieren que la superficie interna del
canal tamblén estd cargada negativamente (Modelo F&H) % que en el lado Interno tamblén se
expone una carga negativa, que puede unir cationes, cuando el canal esta ablerto (Modelo G&A).
Al nivel de canales tnicos, para el aumento de la concentracién de calcio, ambos modelos hacen
dos predicciones. Por ejemplo, al aumsntar la concentracidn externa de calclo:

L- Los componentes exponenciales de las distribuciones de tiempos de permanencia se
desplazan de Igual manera en el eje del voltaje hacia potenciales mas positivos (Modelo F&A).

ii.- Solo cambian las constantes de tiempo de las distribuciones de tiempos de
permanencia en el estado cerrado, ellas se hacen més lentas pues el canal queda atrapado en el
estado cerrado (Modslo G&A).

En los trabajos de French y cols. (1986a) y Cuklerman y cols. (1988) no se hicieron andlisis

de las distribuciones de los tiempos de permanecia y por lo tanto, no resolvieron esta controversia.




Figura 4.4 Modelo G&A para el desplazamlento de la curva de actlvaclén en un canai de dos
estados.

A.- Diagrama dsl efecto del os cationes sobre la energfa libre del estado cerrado del
canal, cuando el canal se cierra desplaza una carga negativa (2,8 -e) hacia el lado externo, La
linea continua representa el perfii de energfa de la transicién entre el estado ablerto y cerrado,
La presencia de cationes en el lado externo reduce la energia libre del estado cerrado pero no
altera el estado energético del estado abierto (en el dibujo, las magnitudes energéticas no estan
a escala).

B.- Sila energla libre del estado cerrado es reducida en 4 KT, puesto que a temperatura
amblente kT/e = 25 mV, la relaclon entre el tiempo promedio cerrado y el voltaje {tau_; linea
continua) se desplaza +100 mV en ¢l eje del voltaje (tau’; linea discontinua), en cambio, la
duracién promedio de los tlempos de permanencia en el estado abierto no se modifica (tau, y
tau_'ocupan los mismos valores). Cuando fay =tau, y tau '=tau ', Poy Po’ seran 1/2, notese
que Po’esta desplazado +50 mV con respecto a Po.

C.- El desplazamiento ds +100 mV en la relacién entre el tiempo promedio en &l estado
cerrado y el voltaje, implica un desplazamiento de +50 mV en la curva de activacion.

En estos célculos, se supuso que a V=Vo, fau_=tat_=5 ms, n=2,8 y que los procesos
de apertura y cierre tiene la misma valencia sfectiva (n“=1 +4). Para un desplazamiento de 50 mV
en la curva de activaclon, cuando Po'=1/2, los tiempos promedio de permanencia en el estado

ablerto y cerrado son 16 veces mayores.
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En los experimentos desarrollados en esta tesis, se imité con Na™ el efecto de los cationes
divalentes sobre la cinética def canal, como resultado de esto, se observé gue sl aumsnto de la
concentracién de Na* desde 0,2 hasta 3,0 M tiene por efecto desplazar la curva de activacién en
=50 mV (resultados, seccion 3.3.2.2). Después de normalizar el voltaje aplicado con respacto a Vo,
cada una de las constantes de tiempo de ias distribuciones de tiempos de psrmanencia de los
experimentos en Na® 200 mM y 3,0 M pueden ser razonablemente agrupadas como
pertenscientes a poblaciones Gnicas (resultados, seccién 3.3.4.2), Este resultado apoya ! modelo
F&H, pues, indica que las distribucicnes de tiempos de permanencia en los estados abierto y
cerrado se han desplazado de igual manera en el eje del voltaje.

Ademés, el modelo G&A predice que al aumentar la concentracién de Nat en ambos lados
del canal, la cinética del canal se hace mas lenta pues los estados ablerto y cerrado seran
establlizados por ia unién de Na* a la carga negativa expuesta al lado interno (ablerto) como
externo (cerrado). Para un desplazamiento de 50 mV en el eje del voltajs, el aumento minimo
esperado para el componente tau_, (cambla e veces por cada 20 mV) es =10 vaces, es decir,
segun este modele, cuando V = Vo las constantes de tismpo de las distrlbt.;clones de tiempos de
permanencia debieran ser, por lo menos, un orden de magnitud mas lentas que en 200 mM. La
figura 3.22 ilustra claramente que este no es el caso.

Para ejemplificar la observacion del parrafo anterior, supongamos una versién mas sencilla
del modelo G&A,; un canal de solo dos estados (un estado abierto y uno cerrado). Cuando &l canal
esta cerrado expone una carga negativa hacia el lado externo (ver figura 4.4A), cuando el canal se
abre, la carga negativa desaparece de la cara externa del canal. Al aumentar ia concentracion de
cationes, se hace mas probable que la carga negativa expuesta pueda ligar cationes externos, esta
situacion d4 como resultado una disminucién de la energfa libre de la conformacién cerrada del
canal (fnea discontinua) y, por lo tanto, el tlempo promedio de permanencia en el estado cerrado
(a un potencial dado) aumentara (figura 4.4B; tau ' y iinea discontinua). El tiempo promedio de
permanencia en el estado cerrado no es modificado puss la energla libre del estado ablerto no es

afectada por el cambio de concentracion de cationes (tau°=tau°'). Como resultado de esto, la
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curva de activaclon se desplazara hacla Ja derecha (figura 4.4C, llnea discontinua), pero, nétese
que en esta nuseva condicion, cuando Po es 1/2, los tiempos de permanencia en los estado ablerto
y cerrado seran mayores (Po' en la figura 4.4B).

En este modelo, sf la carga también fuera estabilizada desde el lado interno del canal, 1a
diferencla entre los tlempos promedios de permanencla serfa ain mayor. Este razonamiento
permite suponser que, si el modelo G&A es vélido para el canal de sodio modificado por BTX, con
respecto al cambio de concentracién de sodio, su contribucién al desplazamiento de la curva da
activacion es despreciable. El sitio aniénico propuesto por Glily y Armstrong (1982) problemente
puede unir Zn™* perono Na™,

Estos resuitados son completaments concordantes con el efecto del calcio en las
corrientes macroscopicas del musculo esquelético de rana (Hahin y Campbell, 1983). En el
misculo esquelético, el aumento en 20 veces de la concentracién externa de calcio desplaza en 30
mV la curva de activacion, de Inactivacién, la cinética de apertura y de cierre y el desplazamiento
de cargas. Ademas, resultados similares a estos se han observado en canales de nervio Sptico de
calamar incorporado bicapas en presencia de BTX, Behrens y cols, {1989), estudiando el afecto del
calcio externo sobre la cinética de los canales de sodio, hicieron andlisis de las distribuciones de
tiempos de parmanencia y enconiraron que el calcio externo desplaza de la misma manera, en el

eje del voltaje, los promedios de permanencia en los estados abierto y cerrado,

4.3.2.2 La superficie externa estd rés cargada que la superficie interna.
4.3.2.2.1 Cdlculo de la densidad de carga en la superficie interna del canal,

En este trabajo se muestra que la curva de activacion se desplaza hacia potenciales menos
negativos cuando la concentracion interna de sodio es reducida sin alterar la concentracion
externa (resultados, seccidn 3.3.2,1). Para una reduccién de [Na‘*] desde 200 a 2 mM, la curva de
activacién se desplaza =+60 mV. Suponiendo que estos 60 mV se deben a un cambio en el
potencial de superficle en el lade interno causado por el cambio en la concentracién de sodio

(Latorre y cols,, 1991), es poslble estimar la densidad de cargas negativas en la superiicle interna
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que afectan la maquinaria cinética del canal, 0, a parir de la ecuacién 2.8 (métodos, seccion
2.5.1.3.2).

La diferencia en el potencial de supetficie producida por un cambio en la concentracién de
Na* desde C, aC,, (¢,-9,), es:

¢, - ¢, = 50[ senh’(-1,360, /VC,) - senh™? (1,360, /VC,) |, (4.1)
en que ¢, y ¢, son los valores del potencial de superficle en el lado Interno del canal cuando la
concentracién de sodio es C, y C,, respsectivaments, o es la densidad de carga superficial (en e
nm®). Los valores de ¢,y ¢, son desconocidos, asf que s6lo conocemos la diferencia (60 mV). Si
C,=0,002My C, = 0,2M, los argumentos de la funcién hipsrbolica difieren por un factor de 10
(pues YC, = 10v¥C,). Haciendo uso de la identidad sent ! x = Infx + (x2 +1) 1/2 ] es posible obtener
el valor de 6, solucionando ia siguente ecuacion:

exp(60/50) = 8,32 = [X + (X + 1)V /[ 10X + ((10%)2 +1)/3), @.2)

en que X = 1,360, VC, = 3,040, nm?. La ecuacién 4.2 fue solucionada numericamente y so
obtuvo una sola solucién, esta solucldén entrega un valor de G, = 0,082 -enm?, este valor es
aproximadamente tres veces mayor que el valor obtenido a parth: del ajuste de las relaciones
corriente voltaje con el modslo de barreras (tabla 3.2). A partir del valor de o, v aplicando Ia
ecuacién 2.8, se obtiens una estimacién del potencial de superficie en ia cara interna del canal

cuando la concentracién de Na* en el lado interno del canal es 200 mM (¢,,) es de -9,6 mV.

4.3.2.2.2 Cdlculo de la densidad de carga en la superficie externa del canal,

Si las dos caras del canal estuvieran igualmente cargadas, entonces, al cambiar
simétricamente la concentracion idnica en ambos lados del canal, no se espera un corrimiento de
la curva de activacion en el gje del voltaje, pues, el efecto de enmascaramiento de cargas debiera
ser el mismo para ambas caras del canal. Por otra parts, si la densidad de cargas nsgativas es
mayor en la cara externa del canal, al aumentar la concentracién inica, ia curva se desplazara
hacla potenciales positivos; este ha sido un resultado de este trabajo. Un resultado similar ha sido

encontrado por Cukierman y cols, (1988), ellos observan un desplazamiento de la curva de
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activaclén en direccién positiva al aumentar [Ca™*] de la misma manera en ambos lados del
canal.

Los resultados que se muestran en la figura 3,19, indican que al cambiar la concentraclén
de Na* desde 200 mM hasta 3,0 M, la curva de activacién de los canales se desplaza =+50 mV,
Ademas, en la figura 3.19 no es posible observar que exista un desplazamiento en las curvas de
activacion entre 1,0 (circulos blancos) y en 3,0 M de NaCl (asteriscos). Por otra parte, la relacidn
entre el potencial de superficie y la concentracion de Na™ (ecuacién 2.8) predice que ¢, tiene una
asintota en 0 cuando la concentracién de sodio es muy grande, es declr, a altas concentraciones
de sodio el potencial de superficie cambia muy poco. Por lo tanto, a altas concentraciones de
sodio, la diferencia entre el potenclal de superficie Interno y externo (¢, _ - ¢, tiende a cero.

Como primera aproximacion, para determinar la densidad de carga en la superficie externa
del canal (o_ ), supongamos que en [Naf] =3,0M D~ Pex = 0 (puesto que entre 1,0My 3,0 M
no se produce un desplazamiento en la curva de activacion), si esto es cierto, entonces, cuando
[Na®] = 0,2M, ¢, - ¢, = -50 mV. Puesto que en Na* 200 mM en el lado Interno ¢, = -9.6 mV,
entonces, en Na* 200 mM en el lado externo dsl canal ®qx = -59,6 mV. Aplicando la ecuacién 2.8
obtenemos un valor para o, = 0,48 -enm’?, este valor es 12 veces mayor que el valor obtenido

para g, mediante el ajuste de las relaciones corriente-voltaje con el modelo de barreras (tabla 3.2).

4.3.2.2.3 Las densidades de carga superficial calculadas pueden estar subestimadas.

En el canal de sodio modificado por BTX de cerebro de perro incorporado a bicapas de
lipidos neutros, el desplazamiento en el eje del potencial producidos por la adicién de Catt 7,8
mM en los lados interno y externc son, -7,3y +17,2 mV, respectivamente (Cukierman y cols., 1988).
Solucionando numericamente la ecuacién 2.10 (métodos, seccién 2.5.1.4) y a partir de los valores
deo, v ., obtenidos en este trabajo, los valores predichos para el efecto del Ca™ + son -0,8y +9,3
mV, respsactivamente. Es decir, en el canal de cerebro de perro, probablemente la densidad de
carga superficial es atin mayor. Algo similar sucede con el canal de sodio modificado por BTX dsl

nervio éptico de calamar. En Na* 200 mM, la adicién de 10 mM de Cat™ en el lado externo
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produce un desplazamiento de +15 mV en la curva de activacion (Behrens y cols., 1989). A partir
de la solucién numérica de la ecuacion 2,10y con o, = 0,48 -enm’?, el desplazamiento predicho
es de +8,0mV.

Los célculos anteriores indican que los valores obtenidos para las densidades de carga
superficial Interna y externa estan subestimadas, Los origenes de esta subsstimaclon pueden ser
tres: 1.- El aumento de el estado de ocupacion con el aumento de la concentracion de Na™ produce
un efecto contrario en la cinética del canal reduciendo el desplazamiento de la curva de activacion
(ver seccidn 4.3.2.1). #.- En el canal de sodio de! misculo de rana la densidad de cargas de
superficle en la cercanfa de la maquinaria cinética es menor que en los canales de cerebro de rata
y de nervio Sptico de calamar, iil.- En los canales de sodio de cerebro de perro y de nervio dptico
de calamar, la modificacion del potencial de superficie por el Ca*™ es mayor qus la predicha por la
teorla de Gouy-Chapman, indicando que el Ca** no solo produce enmascaramiento de las
cargas, sind, que también puede unirse a ellas formando una capa de i6nes adsorbidos a la
superficle cargada (Por ejemplo: Hllle y cols., 1875; Latorre y cols., 1991),

Por otra barte. estudios biogufmicos Indican que el canal de sodio es una proteina
altamente glicosilada (Miller y cols,, 1983; Levinson y cols., 1990). El ndmero estimado de cargas
negativas adicionadas al canal de electroplaca de anguila por intermedio de glicosilaclon es =110,
estas cargas estarian presentes sélo en el lado externo del canal, ademas, el radio de Stokes del
canal ds slsectroplaca es de 8,5 nm (Aghew y colé., 1978). Supongamos que el canal es un cilindro
con igual didmetro y altura colocado longitudinalmente atravezando ia membrana, ademés, que las
cargas negativas se encuentran distribuidas uniformemente en la superficie externa, entonces, a
partir de] nimero estimado de cargas y del radio de Stokes de la proteina se obtlens un valor de
g, =039 -enm2. Este valor es comparable, pero menor, al estimado a partir del desplazamiento de
la curva de activacién en funcién de la concentraclon de sodlo, Si este valor de densidad de cargas
en el lado externo es vélido para todos los canales, los valores mayores estimados a partir de los
célculos anteriores podrian indicar que la densidad de carga esta distribuida de manera diferente

en diferentes regiones de la superficle externa del canal, especfficaments, en la cercanla de la
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maquinaria cinética del canal, la densidad de cargas es mayor que en el resto de la superficie del

canal.

4.3.2.3 4EI potencial de superficie que modula la conduccién ibnica es generado por las mismas
cargas que modulan la cinética?.

En el trabajo da Behrens y cols, (1989) se concluye que el potencial de superficie en el lado
externo del canal modula la cinética. A partir de los célculos de la secclén 4.3.2,2,3 es posible declr
que la densidad de carga en la superficle externa del canal de nervio 6ptico de calamar es mayor
que 0,48 -enm2. Sin embargo, a diferencia de los resultados de esta tesis {figuras 3.11, 3.12 y
3.15), en el trabajo de estos autores la relacion de conductancia vs. [Na™] que ellos obtienen no
indica una presencia significativa de cargas superficiales (ver seccion 4.2.2.3). Para que el efecto
de las cargas de superficie sea posible sobre Ia cinética perc no sobre el sistema de conduccion
iénica, ambos sistemas dsben estar muy separados dentro del canal. Este es probablemente el
caso para el canal ds sodio de nervio Gptico.

A partir de las estimaclones de los potenciales de superficie a 200 mM de sodio calculados
para el sistema de conduccién y para la cinética, es posible estimar una distancia minima de
separacion entre ambos sistemas, para esto aplicamos la ecuacion que relaciona el potencial con
la distancia a la superficie cargada (Latorre y cols., 1991}:

¢(x) = ¢, exp (-kx),
enque ¢ es el potencial en Ia superficie cargada, ¢ es el potencial a la distancia x, a valor 1/kse le

llama constante de espacio y se obtiene a partir de & = 2F2 [Nat]/RTe Eur

enque F, RyT tienen
sus significados usuales, € es la constante de permitividad del vacio y €  es la constante
dieléctrica del agua (En [NaCi]= 200 mM y para valores del potencial de superficle menores que
100 mV, esta ecuacién es razonablemente vélida). Haclendo los célculos para los potenciales
superficiales internos y externos que actuan sobre la conduccién i6nica en 200 mM Na™ y a partir
de las estimaciénes de la seccién 4.3.2.2, se obtiene qus las distancias minimas que separan al

sistema de conduccidn y la maquinaria de compuertas son 0,7 y 1,5 nm para los lados interno y
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externo respectivamente.

4.3.2.4 | a cinética de aperiura y cierre parece ser independiente del estado de ocupacién del canal,

En los experimentos qus se muestran en esta tesis, al camblar la concentracién de Na™ en
ambos lados del canal desde 200 mM a 3,0 M, la probabilidad de encontrar el canal ocupado crece
menos de un 15% {secclién 4.2,2.3), en consecuancia, el efecto que este cambio en la ocupacién
dsl canal puede sjercer sobre |2 cinética de apertura y cierre es despreciable (secclén 4.3.2),

En el miésculo esquelético de rana, el efscto del i6n calcio sobre la cinética es
independlente de la concentracion de sodio, esto se ve reflejado en que en los experimentos de
Hahin y Campbell (1983), tanto los parametros cinéticos de la corriente macroscépica de sodio (en
presencia de Na* 60 mM externo), como de las corrlentes de desplazamlento (Na™ externo
resmplazado por TEA 60 mM) se desplazan en la misma cantidad en el eje del voltaje. Sl para canal
ocupado es mas dificll cerrarse (Neher y Steinbach, 1978; Miller y cols., 1987; Demo y Yellen,
199{)), entonces, el efecto del calcio extermo debiera ser mayor sobre las corrientes de
desplazamiento que sobre las corrlente macroscopicas, pues las primeras son obtenidas en
ausencla de Na* y en estas condiciones, para el canal serfa mas facli cerrarse que en presencia de
Nat,

Ademés, en canales Incorporados a bicapas de lipidos, se ha descrito que sl ion calclo
bloquea al canal de sodic desde &l lado externo en forma dependiente del voltaje, este bloqueo se
observa como una reduccion de la corriente que se hace mas notorfa a potenciales mas negativos
(por citar algunos, Hille, 1984, French y cols., 1986a; Cukierman y cols., 1988; Behrens y cols,,
1989). En los experimentos de Behrens y cols. (1989), el efecto del caicio, no solo es desplazar la
curva de activacion, sino gue también reduce la amplitud de la corriente a menos de la mitad que la
condiclén control, esto significa que el canal permanece més tiempo ocupado por Cat™ que por
Na* y probablemente permanece en total més tiempo ocupado que en la condicién control, Aun

en estas condiciones Behrens y cols. (1989) pueden describir e desplazamiento de la curva de

activacion como un efecto de modificar el potencial de superiicle.
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A partir de estos resultados, es conveniente proponser que:

l- A diferencla del receptor de acetilcolina y de los canales de K¥ del reticulo
sarcoplasmético y de K* activado por Ca** de los tabulos transversales (Neher y Steinbach, 1978;
Milter y cols., 1987; Demo y Yellen, 1880), el canal de sodio de musculo esquelético se puede
cerrar independientemeante de si se encuentra o no ocupado. Esta proposicién es apoyada por la
observacién de que los anestésicos locales se unen al canal de sodio ablerto, pero que la cinética
de apertura y clerre es independiente sl el canal esta o no bloqueado (Strichartz, 1973; Hille, 1984).

ii.- El efecto del potencial de superficie sobre la cinética es mucho mayor y por lo tanto
enmascara completamente el efecto de la ocupacion, Esta Gitima hipdtesis no puede ser
completamente descartada, pues, a partir de los célculos de densidades de carga superiiclel
interna y externa de la seccidén anterior, es posible predecir un desplazamiento en la curva de
activacion de = +10 mV cuando la concentracién de sodio es aumentada desde 1,0 hasta 3,0 M,
sin embargo, no se observa ningtin desplazamiento (figura 3.19). Este efecto puede deberse a los
efectos contrarios que tienen el cambio an la ocupacién del canal y el cambio de Ia diferencia del

potencial de superficie.

4.3.3. Correlaclén Inversa entre las duraclones de los eventos abiertos y cerrados adyacentes.

Para hacer una descripcién detaliada de 1a cinética del canal de sodio modificado por BTX,
junto con determinar el nimero de estados cinéticos del canal, es necesario establecsr las vias de
conexion entre ellos. Para obtener esta informacion es necesario considerar la historia del registro
de corrientes, es decir, la secuencia de eventos de apertura y clerre, La aproximacion at estudio de
la historia del registro que se ha usado en este trabajo consiste sn estudiar ia presencia de
correlacion entre eventos abiertos y cerrados adyacentes,

En este trabajo se ha establecido que existe correlacién inversa entre las duraciones de los
eventos abiertos y cerrados adyacentes, es declr, los eventos abiertos de larga duracion son
acompariados por eventos cerrados de breves y viceversa, ademaés, el grado de correlacion

inversa encontrada es mas pronunciado a potenclales més negativos (cuando Po es cercano a
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cero). A pesar de que sl grado de correlaclén varia de canal a canal, esta resultado fue encontrado
sisteméticamente en los siete canales estudiados. Existen dos fuentes de artefactos
experimentales que pueden dar como resultado esta clase de correlacion:

I.- Camblos de marcha de la actividad del canal, Camblos espontaneos de la probabilidad
de encontrar ¢! canal ablerto durante et tiempo de anélisis pueden producir correlacidn inversa
entre eventos ablertos y cerrados adyacentes. Por ejemplo, si un canal con Po =1 (eventos
ablertos de larga duracién acompariados de eventos cerrados breves) sufre un camblo de marcha
a Po =0 (sventos cerrados de larga duracién acompanados de eventos ablertos breves), producira
un cuadro de correlacién inversa entre eventos adyacentes, Esta fuente de artefactos puede ser
descartada, pues los canales que fusron estudiados sisteméticamente fueron previamente
sometidos al examen de estabilidad (seccidn 3.3.1). Para ejemplificar que registros estables en el
tiempo dan origen a correlacion inversa, tomemos el caso del canal cuyo analisis de correlacién se
muestra en la figura 3.24, el exémen de establlidad (a los mismos potenciales) de este canal se
muestra en la figura 3,17, esto resultados Indican que durante el analisis el canal se comporté
como en régimen estacionario y que ademéas presenté correlacién Inversa entre eventos
adyacentes.

ii.- El ruido eléctrico de Ia sefial que cruza el umbral de deteccion entre el estado ablerto y
el estado cerrado genera un exceso de eventos breves que interrumpen los eventos mas largos.

Esta fuente de arefactos puede ser descartada, pues, en la mayorla de las situaciones

experimentales estudiadas, la correlacion inversa entre eventos adyacentes estuvo presente atn
cuando la misma sefial fue filtrada con diferantes frecuencia de corte (50-350 Hz; -3 dB). Por otra
parte, a potenciales menos negativos, la amplitud de la corriente del canal abierto es menor y, por
lo tanto, a estos potenciales, el efecto de este artefacto debiera ser mas notorio. Sin embargo, los
resultados de la figura 3.24 indican que sucede lo opuesto, la correlacidn inversa es mas
pronunciada a potenciales en los que la amplitud de la corriente es mayor.

Ademés de este trabajo, en el Unico canal de sodio modificado por BTX en que se ha

estudiado la correlacién entre las duraciones de los eventos abiertos y cerrados adyacentes

1
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(métodos, seccidn 2.5.2.3; resultados, secciones 3.3.5 y 3.3.7.2), es el canal de sodio purificado de
cerebro da perro {Keller y col,, 1990). En este estudio los autores realizan cuatro tipo de andlisis de
correlacidn de un solo canal a dos potenciales: entre un evento abierto y el evento cerrado
siguente, entre un evento cerrado y el ablerto sigulente, entre un evento ablerto y el ablerto
siguente y entre un evento cerrado y el cerrado siguente. A partir de los ocho analisis para este
canal, los autores sostienen que no existe correlacion entre la duracion de eventos adyacentes. Sin
embargo, de los ocho andlisis por lo menos en sels de ellos se aprecia claramente una leve
correlacién entre eventos adyacentes (las diferencias entre los valores extremos son del orden de
un milisegundo). Los autores no reportan el nimero de eventos usados para calcular cada uno de
los promedios, asl que es dificll comparar la confiabifidad de sus resultados con los que se
muestran en esta tesis, Por otra parte, dado que el grado de correlacion es diferente de canal en
canal y que adsmés depends de Po, es posible que Keller y cols. (1890) podrian obtener
resultados distintos a potenciales en los cuales los valores de Po son menores.

Los resultados que se muestran en la figura 3.24 muestran que el grado de correlacion es
mayor cuando los valores de Po son menores que 1/2, este es un resuitado es‘perable, puesto que
a estos potenciales la separacién entre los dos componentes exponenciales de las distribuciones
de tiempos de permanencia en el estado abierto es mayor. Resultados similares han sido
encontrados en canal de K activado por Ca** de miotubos de rata (McManus y Magleby, 1989),

en este canal el grado de correlacién inversa se hace mayor al bajar la concentracion de Cat,

4.3.4. El comportamlento cinético del canal puede ser explicado con un modelo ciclico.
4.3.4.1 Seleccién de modelos cinéticos

En esta tesis, se evalud el comportamiento cinético de cinco modelos compuestos de dos
estados ablertos y tres estados cerrados, La metodologia usada comunmente para evaluar cada
uno de los modelo cinéticos sobre las distribucions experimentales consiste en, obtener
analiticamente las funciones de densidad de probabilidad {fdp) que describen las distribuclones

de los tiempos de permanencia, hacer un ajuste de méxima verosimilitud de las distribuciones de
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tiempos de permanencia a partir de ias distintas fdp, evaluar la verosimilitud méxima obtenida a
partir de cada modelo, segun el valor de la verosimilitud obtenida se ponen los modelos en un
escala de mejor a peor ajuste (Colquhoun y Hawkes, 1981; 1983; Colquhoun y Sigworth, 1983;
Blatz y Magleby, 1986a), Las constantes cinéticas obtenidas a partir de este tipo de ajuste estan
subestimadas debido a ia limitada resolucidn temporal de los sistemas de registro,

Esta metodologla tlene un gran inconveniente, la correccion por eventos perdidos es muy
compleja para modelos como los que se probaron en esta tesis (resultados, seccion 3.3.6), no
existe una solucién general al problema de los eventos perdidos sinc que todas las correcciones
deben hacerce para cada caso particular, ademas de esto, las soluclones encontradas no slempre
son Unicas (Roux-Sauve, 1885; Blatz y Magleby, 1986b; McManus y cols., 1887).

Como alternativa a la metodologia planteada en el parrafo anterior Magleby (1890),
propuso un método de simulacién iterativa, en este método, a partlf de un modsio y constantes
cinéticas dados, se simulan registros, a los registros simulados se Iss suma ruldo eléctrico, son
filtrados y analizados, las duraciénes de los eventos ablertos y cerrados son distrlbuldas
bidimensionalmente en pares de evento adyacentes. La verosimilitud del ajuste se evalua sobre ia
distribucién bidimensional del registro experimental. El uso de esta metodologla requiere un trabajo
computacional que puede ser varios ordenes de magnitud més extenso que sl usado en este
trabajo, pues requiere de la simuiacidn de 10° eventos.

La metodologfa usada en esta tesls fue inspirada en el método de simulacién lterativa
planteada por Magleby (1990). Para evaluar cada modelo cinético se simulan registros a partir de
cada modslo y un conjunto dado de constantes cinéticas, se ignoran todos los eventos menores
que el tiempo muerto del sistema de registro, se construys las distribuciones de los tiempos de
permanencia y se evalia la verosimilitud del ajuste con la fdp generada (métodos, secciones
2524 a 25.26). La busqueda de un méximo en la verosimilitud se hace Herativaments,

camblando el valor de las constantes cinéticas y evaluando la nueva verosimilitud, Como se
desprende de la descripcién anterior, en la metodologia planteada, el problema de la correccion

por eventos perdidos se soluclona ignorando los eventos mas breves que el tiempo muerto del
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sistema de registro.

Sin smbargo, debido a la naturaleza aleatoria del metodo de gjuste usado en este trabajo,
al nimero de eventos simulados en cada fteracion (105) y al algoritmo usado para generar los
nUmeros aleatorios, fus imposible establecer cual de los modelos entrega un mejor ajuste a las
distribuciones. Esto se aprecia en la tabla 3.4 que muestra que la bondad del ajuste (L(6)) vy Ia
posicién en la escala de mejor a peor ajuste depende de el aigoritmo usado para generar nimeros
aleatorios. Por esta razén, la elecclén del modelo que describe los datos fue hecha a partir de los
resultados del anélisis de correlacion.

Modelos que den cuenta adecuadamente de las distribuciones de tiempos de
permanencia pueden generar secuenclas de eventos de apertura y cierre completamente
diferentes, por io tanto, el anélisis de correlacion entre eventos adyacentss es una herramienta que
permite confrontar las historias generadas por diferentes modslos con la historia de un registro
experimental. La seleccién de los modelos a partir de diferentes tipos de analisis de la historia de
jos registros es una metodologia que ultimamente ha adquirido gran importancia (Montal y cols,,
1984; Fredkin y cols., 1985; McManus y cols,, 1985; Kerry y cols,, 1988; Blatz y Magleby, 1989,

McManus y Magleby, 1989; Keller y cols., 1990; Bates y cols., 1990).

4.3.4.2 Elmodelo Il.

A partir del anélisis de correlacién entre eventos adayacentes ha sido posible seleccionar el
modelo Il. Este modsio predice adecuadamente la mayor parte de las caracteristicas cinéticas del
canal, por ejemplo, predice razonablemerite los grados de correlacion entre eventos adyacentes,
tanto, de los canales provenientes de la preparacién hecha en ausencia, como, en ausencia de
Inhibidores de proteasas (figuras 3.26 y 3.29B), este modelo predice razonablemente bisn la
fraccion del tiempo en que el canal est& ablerto y Ia variacién de Po en funcién del tiempo (Figura
3.17). A partir de las constantes cinéticas del canal 'tipo’ y sus respactivas valenclas efectivas (tabla

3.5), el modelo también predice razonablemente bién el comportamiento de los componentes

exponenciales de las distribuciones de tiempos de permanencia en funcién del voltaje (linea
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continua en las figuras 3.22 y 3.23).

En la tabla 3.5 se pueds observar que las constantes cinéticas de los siete canalas en los
que se estudié el efecto del voltaje tiene valores que no difieren en més de un orden de magnitud,
ademés, todas muestran valencias efectivas simlilares. A pesar de esto, es necesarlo considerar
que las soluciones a las que converge el ajuste de las distribuciones para un modelo dado pueden
no ser Unicas y, por lo tanto, en otras soluciones las constantes cinéticas pueden adquirir valores y

dependencias del voltaje diferentes.

4.3.4.3 Fl modelo Il puede explicar el comportarniento cinético de los canales provenientes de las
preparaciones hechas en presencia y en ausencia de inhibidores de proteasas.

A partir de los resultados de las figura 3.29 y 3.30 es posible concluir que el mismo modelo
puede explicar razonablements bién el comportamiento cinético de los canales provenientes de
ambas preparaciones. Esto implica que ias diferencias entre estos dos canales reside solo en las
caracteristicas del sistema de conduccidn idnica, y por lo tanto, en el canal modificado por BTX los
sisternas de conduccién y de cinética de apertura y clerre estarfan en diferentes partes del canal.
Este resultado es concordante con la discrepancia encontrada para las estimaciones del potencial
de superficie que se han hecho mediante los experimentos de conduccién y de cinética, tanto en
este canal (secclén 4.3.2.3), como en el canal de sodio modificado por BTX del nervio optico de

calamar (Behrens y cols,, 1989; seccion 4.3.2.3).

4.3.4.4. Modelos ciclicos en otros canales.

En varios canales en los qus se ha estudiado su cinética en detalle se han encontrado
resultados de correlacidn inversa entre las duraciones de eventos adyacentes. Por ejsmplo, en el
canal receptor de glutamato (Kerry y cols., 1988; Bates y cols., 1990), en el canal de K* activado
por Ca** y en el canal de CI activado por el voltaje del misculo esquelético (McManus y cols,,
1985; McManus y Magleby, 1989; Blatz y Magleby, 1986; 1988), Para estos canales y, ademas,

para el canal receptor de acetilcolina (Dionne y cols, 1978; Labarca y cols., 1985) se han
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propussto modelos similares al propussto en esta tesis para el canal de Na* modificado por BTX,
por lo tanto, este podifa representar un mécanismo general que esta presents en la cinética de
apertura de todos los canales idnicos. Asf el esquema general del modelo tendria el siguente

aspecto:
I l | ! (4.3)

En ests modelo, de derscha a izquerda, los estados cerrados son cada vez més
prolongados en cambio Jos estados abiertos son cada vez més breves.

En 1965 Monod y cols. propusieron un modelo similar al 4.3 para explicar la cinética de las
enzimas de comportamiento alostérico, por esta razén, la observacion de un mecanismo cinético
comidn para canales tén diferentes Indica que la transicion abierto-cerrado del canal parece |
corresponder a un mecanismo comun de cambios conformacionales que esta presente no solo en i

todos los canales I6nicos, sind, que también en el resto de las protelnas,

4.3.4.5 Reversibilidad microscdpica,

Recientemsnte Richards y Miller (1990) estudiando la secuencia de transicionss entre &l
estado cerrado y los dos estados de conductancia del canal de CI' de la anguila, encontré que el
canal se abre preferentemente hacla el estado més conductor desde e! estado cerrado y que
cuando ss cierra lo hace preferentemente desde el estado menos conductor, Este resultade indica
que la cinética del canal de cloro no se encusntra en equilibrio termodindmico. Por otra parts, una
de las suposiciones basicas de los estudios cinéticos es que la cinética de aperturay cierre de los
canales se encuentra en equilibrio termodinédmico (Colquhoun y Hawkes, 1983; Roux-Sauvie,
1985). En un esquema cinético ciclico en equilibrio, en promedio, Ia rapidez de los procesos en una
direccion del ciclo es igual a la rapidez en la direccién contraria, formalmente, esto significa qus el
producto de las constantes cinéticas que en una direccién del ciclo es igual al producto de las

constantes en dirgccién opuesta, En un sistema que no se encusntra en equilibrio debe existir un
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flujo de energla acoplado al sistema.

En esta tesis la condicién de equilibrio fue una suposicién béasica para la construccién del
modelo Il. A la luz de los resultados de Richards y Miller (1990) con el canal de CI', fue interesante
probar si la cinética del canal de Na® modificado por BTX se encuentra en equllibrio
termodindmico. El razonamiento seguido para ensayar la condicién de equilibrio ha sido el
siguente: Si la cinética del canal no se encuentra en equilibrio termodinémico, entonces uno de los
sentidos del ciclo serd usado en forma preferente, por ejemplo supongamos que el ciclo en [a
direccion ...0,-0,-C,-C,-O,... es usado con més frecuencia que el ciclo en !a direcclon opuesta,
w0,-C4-C,-0,-0,.... En este caso, el canal pasara preferentements al estado cerrado desds una
apertura breve (0,-C,) y el evento cerrado terminara con més frecuencia con una apertura de larga
duracién (C;-0,), en consecuencia, la duracion promedio del evento ablerto que antecede a un
evento cerrado serd menor gque la duracién promedio del evento abierto siguernte al evento
cerrado. Si el sentido preferencial es el inverso, entonces, la duracién promedio de los eventos
abiertos anterlores serd mayor gue la de los eventos postariores al evento cerrado.

Para ensayar la condicion de equilibrio se usé una variante de la metodologlia para
establecer correlacién entre las duraciones de eventos ablertos y cerrados adyacentes (métodos,
seccién 2,5.2.3, resultados, seccién 3.3,5), la vartacion consistié en promediar por separado la
duraclén de los eventos abiertos anteriores y postericres al avento condiclonante. Los resultados
de este analisis se muestran en la figura 4.5. En la ordenada se grafican las duraciones promedio
de los eventos previos (clrculos blancos) y posterior (clrculos negros) a un evento cerrado de una
duraclén dada (cerrado condicionante), la linea continua corresponde al promedio de todos los
eventos adyacentes, anteriores y posteriores. Si el sistema no estubiera en equilibrio
termodinamico, la duracion promedio de, por ejemplo, los eventos previos al cerrado condicionante
seria siempre mayor que la duracién promedio de los eventos posterliores. Para los cerrados con
duracién menor que 3 milisegundos, la duracion promedio de los eventos abiertos previos se
aprecia mayor que la duracién promedio de los eventos posteriores, para los eventos cerrados

mayores que 3 milisegundos se observa [o opuesto, Para verificar si estas tendencias podrian
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blancos corresponden al promedio de por lo menos 50 eventos que antecedieron a un evento
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corresponden al promedio de los eventos adyacentes posteriores.
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corresponde al promedio entre eventos anteriores y posteriores. El cuadro marcado como

‘experimental’ corresponde & los resultados del canal que se muestra en la figura 3.25, El

cuadro marcado como 'simulado’ corresponde al andlisls de correlaclén apiicado en un reglstro

simulado a partir de las constantes clnéticas obtenidas del ajuste de las distribuciones de

tlempos de permanencia mostradas en Ia figura 3.25 con el modelo I,
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deberse simplemente al azar, a partir del modelo |l se simulé un nimero equivalente ds eventos (=
5000 eventos), y fue sometido al mismo analisis, los resultados se muestran en &l panel de la
derecha. Dada la dispersién de los datos simulados, es perfectamente posible conclulr que las
diferencias entre las duraciones promedio de los eventos previos y posteriores dsl registro
experimental es debida al azar, Por lo tanto el sistemna esta en equilibrio termodinamico,

Para los canales de K activado por Ca*™ y receptor de glutamato se han propussto
modelos ciclicos. En ellos se ha hecho este mismo tipo de analisis (McManus y Magleby, 1989;
Kerry v cals., 1988) y para ambos canales se ha podido concluir que su comportamiento cinético

se encuentra en equilibrio termodinémico.

4.4, Efecto de la BTX sobre los canales de sodlo.

La batracotoxina es un alcaloide hodrofébico con pK =75 (Alburquerque, 1972). la
discusion que sigue a continuacién se supone que la forma protonada de la BTX es la forma activa
de la toxina.

Se ha descrito que la batracotoxina ademéas de eliminar la inactivacién produce al menos
otros tres efectos sobre el canal de sodio: i.- Prolonga la duracién de los eventos abiertos en mas
de un orden de magnitud y desplaza la curva de activacion hacia potenciales negativos (Quandt y
Narahashi, 1882). If.- Reduce la conductancia de los canales (Quandt y Narahashi, 1982; Correa'y
cols,, 1991). iii.- decrece la selectividad i6nica de los canales (Huang y cols., 1982; Hille, 1984;
Khodorov, 1985). La union de la toxina &l canal es un proceso de primer orden (Khodorov, 1985) y
su efecto sobre Ias corrientes de sodio del misculo esquelético se prolonga por més de una hora
despues de lavar la toxina (Narahashiy cols., 1971). Por lo tanto, en cada uno de los experimentos
de esta tesis, cada canal de sodio observado en la bicapa estaba ligado irreversiblements (en la
escala de tiempo del experimento) a una sola molécula de BTX. En esta seccidn revisaremos el
efecto de la BTX sobre las propledades del canal de sodio y discutiremos los posibles mecanismos

por el cual una sola molécula de BTX puede tener efectos tan variados sobre el canal.
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4.4.1 Efecto de la BTX sobre la clnética del canal,

El fendmeno de inmovilizacion de cargas sugirié que los procesos de activacién e
inactivacion estan acoplados y, por o tanto, el canal debe abrirse antes de ser inactivado
{Armstrong y Bezanllla, 1877; introduccién, saccién 1.2.2.2). Cuando el canal se abre expone hacia
el lado citoplasméatico una carga negativa que puede ligar a un grupo movil de la protelna cargado
positivamente ('grupo movil'), Cuando el grupo movil se liga a la carga negativa expuesta bloguea
la via de conduccién. Esta visién no es completaments aceptada, puesto que los registros de
canales individuales muestran que el canal puede pasar al estado inactivado sin llegar a abrirse
(ver por efemplo, Horn y cols,, 1981; Aldrich y cols,, 1983; Horn y Vandenberg, 1984). En
consecusncia, para mantensr el modelo de Armstrong y Bezanllla es necesario suponer que la
carga negativa es expuesta hacia el lado interno y se une al 'grupo movil' en alguna de las etapas
previas a la apertura del canal. El esquema que describe el comportamiento cinético de los canales

de sodio no modificados es el siguente (Tanguy y Yeh, 1988):

I 1 4.4)

enque o y Ol corresponden & los estados ablerto (conductor) e inactivado, respectivamente, Gn_2
y C,; corresponden a los estados desde los cuales el canal no puede inactivarse (gs decir, en los
que la carga negativa no se expone hacia el interlor) y dan cuenta del acoplamiento entre la
cinética de aperturay la cinética de inactivacion, C_ corresponde a los estados cerrados desde los
cuales el canal puede pasar al estado inactivado (Cl). A partir de este marco conceptual

revisaremos el efecto de la BTX sobre Ia cinética del canal se sodio.

4.4.1.1. La BTX se une al estado abjerto.
Sflafibra nerviosa es sometida a estimulacién repetitiva, la cinética de modificacién de los

canales de sodio del nodo de Ranvier es mas rapida que en condicionss de reposo, ademaés, la

cingtica tamblén es més réplda cuando las despolarizaciones se hacen desde un potencial de
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mantencién mas negativo (Khodorov, 1985; Tanguy y cols., 1984), Estos resultados Indican que la
unlén de la BTX se produce cuando el canal se encuentra en el estado ablerto-no-inactivado. La
unién de la toxina produce una estabilizacion de la conformacion ablerta, en estas condiciones, la
energia libre del estado ablerto es menor y entonces, se requieren despolarizaclones menores para
abrir el canal. Este mecanismo explicarla la prolongacién de los tiempos de permanencia en el |
estado ablerto y el desplazamiento de la curva de activacidn hacla potenciales negativos
(Khodorov, 1985; Huang y cols., 1987; seccién 4.3.1.3). Por otra parts, dado que la BTX no se une
al canal inactivado es posible suponer que la toxina compite con el "grupo movil' por la carga
negativa que se expone cuando el canal se abre. Sin embargo, a diferencla del 'grupo movil’, la
toxina no bloquea el sistema de conduccién (Khodorov, 1985; Tanguy y Yeh, 1988), en
consecuencia ja BTX serfa un anélogo de la compuerta de inactivacién que no inactiva el canal,
Ademas, la unidn de BTX es inhibida competitivamente por una gran variedad de
anestésicos locales {Craveling y cols,, 1983) lo que sugiere que la toxina puede unirse al vestibulo
hidrofébico que posee la boca interna del canal (Hille, 1984). Cuando el canal se clerra, la toxina
permanece an el vestibulo hidrofdbico de la misma manera que o hacen los anestésicos locales.
En axones tratados con BTX se ha observado que, a pesar que la Inactivacién ha sido
eliminada, el fenémeno de inmovitizacidn de cargas persiste, adémas, la cinética de inmovilizacién
de cargas se hace mas rapida, Estos resultados indican que durante el proceso de apertura,
apenas se expone la carga negativa, esta es ligada répidamente por la BTX (inmovllizacién de la
carga) debido a que la toxina permanece en la misma posicién que tenia al cerrarse el canal
(Tanguy y Yeh, 1988), Seguin esta visién el estado inactivado del canal nativo se convierte en un
estado conductor en el canal modificado por BTX. Entonces, en presencia de BTX el esquema

cinético de los canales de sodio se convierte en el siguente;

Cl'l . ey c2 === C1 I 0

enque Q" y OI" son estados conductores, A este modelo le llamaremos T&Y.
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Se ha propuesto que la pronasa elimina la inactivaclén de los canales de sodio
destruyendo el 'grupo movll' (Armstrog y Bezanilia, 1977), por lo tanto, una prediccién del modelo
de accldn de la BTX consistiria en observar que la cinética de modificacién de los canalss por BTX
es acelerada notablemente debido al tratamiento con pronasa, ademas, dado que la BTX se une
irreversiblemente al canal, tanto la conductancia como la cinética de los canales tratados con
pronasa y BTX deblera ser idéntica a la cinética de los canales tratados sélo con BTX. Por otra
parte, pussto que el mecanismo de inactivacion es dependiente del voltaje (Vandenberg y Horn,
1984; Yue y cols., 1989; Scanley y cols., 1989), la cinética de unién de la BTX a los canales tratados
con pronasa debe mostrar la misma dependencia del voltaje que la inactivacién, por ejemplo, las
estimaciones para la dependencia del voltaje de la constante cinética de inactivacién para los
canales de sodio de las célula GH3, cardlocitos y células de Purkinje son 2, 1,3 y 1 cargas
slectronicas, respectivamente (Vandenberg y Horn, 1984; Yus y cols., 1989; Scanley y cols., 1989),
en consecuencia, la dependencia del voltaje de la cinética de unién de BTX al canal tratado con

pronasa debe tener alguna de estas valencias efectivas.

4.4.1.2. Comparacion entre el modelo il y el modelo de Tanguy y Yeh.
La similitud entre el esquema cinetico 4.5 y el modelo I de la seccién 3.3.7 es notable,

intercarnbiando las posiciones de Clyy 0", esta similitud se aprecia mejor:

05 - 02 === = 01 s=m= Cl1
H H T&Y
0* =_—==== OI*
C5 E T 04 ey 03
[ [ Mod. I
- 02 ===== 01

Entre estos esquemas cinéticos la diferencias residen en el nimero de estados cerrados
(seis para T&Y y tres para el modelo Ii). En el modslo T&Y para el canal modificado por BTX existen

dos estados conductores, el estado ablerto-modificado (0') y €l estado ablento-inactivado-
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modificado (O1") que por efecto de la BTX conduce. En esta tasls, la eleccién del modeio Il como el
que mejor describe el comportamiento cinético de los canales de sodio modificados por BTX es
concordantes con este modslo, pues:

1.- Los andlisls de las distribuciones de tiempos de permanencla en los estados ablerto y
cerrado muestran la existencia de por lo menos dos estados ablertos y tres estados cerrados
(resultados, seccitn 3.3.3). Como resultado de esta comparacion, en el modelo i los estados O, y
O, se corresponden con los estados Of" y O del modslo T&G, respectivamente.

il.- Asf como en el esquema 4.4 la despolarizacién aumenta la probabilidad de encontrar el
canal en los estados abierto e inactivado, en el modslo Il la despolarizacidn aumenta Ia
probabilidad de encontrar al canal en cualquiera de los dos estados ablertos.

iii.- En todos los modelo cinéticos propuestos para el canal de sodio no modificado, como
efecto de la despolarizacién, el aumento de la probabilidad de encontrar el canal ablerto depende
de la prolongacién ds los tiempos de permanecia en el estado abierto (O'), este efecto del voltaje
tamblén es encontrado en el estado O, que en e modelo Il es el Unico cuya duracién es
dependiente del voltaje (resultados, Fig. 3.22).

iv.- En el modelo 1l, la constante k,,, es homéloga ala constante cinética de inactivacion del
esquema 4.4, La valencia efectiva determinada para esta constante (n21 = 1,3; resultados, tabla
3.5) es comparable a las valencias efectivas de las constantes de inactivacion obtenidas en los
estudios de canales Unicos no modificados (0,8-2,7; Vandenberg y Homn, 1984; Yue y cols., 1989;
Scanley y cols,, 1989). Ademés, este valor pone un iimite superior a la dependencia ds! voltaje de la
constante cinética de inactivacién para los canales de rana, pues sste valor estd sobreestimado
debido a que por razones metodoldgicas, el valor de k,, fuefifado en 10 st

La mayor discrepancia entre los modelos reside en la rapidez de la cinética, pues el
modelo T&Y predice que la duracién del estado 0" es muy breve, pues la cinética de inmovilizacién
de cargas es mas rapida en el axén tratado con BTX que en el axén no tratado (Tanguy y Yeh,
1988) y en consecuencia, a un voltaje dado, la duraclén promedio de O* debiera ser menor que en

el canal no modificado. Sin embargo los resultado de esta tesis Indican que los tiempos promedios
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de permanencia en el estado abierto para el canal modificado son mucho mayores que los
resultados descritos para los canales no modificados, por sjemplo a V=Vo, e! tiempo promedio de
permanencia en 8l estado abierto predichos por el modslo Il es =6 ms, en cambilo, en el canal no
modificado se obtienen tismpos promedios de permanencla de =1 ms (Por ejemplo, Quandt y
Narahashi, 1982; Horn y Vandenberg, 1984; Kunze y cols,, 1985; Kirsch y Brown, 1989). Estos
resultados se han obtenido a =10 °C. Suponiendo Q,, = 3 (Hodgkin y cols., 1952), a temperatura
ambiente estos valores de tiempos promedio equivalen a =0,3 ms, es declr, 1a cinética de los
canales modificados por BTX es =20 veces mas lenta que la cinética de los canales no
modificados (Quandt y Narahashi, 1982; Khodorov, 1885). En la préxima secclén se discutira una

explicacion para esta discrepancia.

4.4.1.3. La BTX estabiliza el estado abierto del canal.

S| ademdas de eliminar la inactivacién de los canales de sodio, la BTX estabiliza la
conformacién ablerta del canal pero no afecta la energfa libre del estado cerrado, entonces, a
cualguier potencial, la probabl[fd-ad de encontrar e canal ablerto es mayor que en el canal no
tratado, es decir desplaza la curva de activacién hacia potenciales negativos, Siguendo el
razonamiento usado con el modelo G&A para explicar el efecto de los cationas divalentes sobre [a
curva de activacidn de ios canales de sodio (seccién 4.3.2.1), un desplazamiento de -50 mV en la
curva de activacién de los canales tratados con BTX (Huang y cols., 1882) es producido por un
desplazamiento de -100 mV en Ia relacién entre los tlempos promedios de permanencia en el
estado ablerto y el voltaje. A temperatura ambiente -100 mV equivale a =-4 kT/e. Esto, equivale a
reducir en un factor de e (1/55) todas las constantes cinéticas que abandonan cualquiera de los
estados abiertos. Seglin esta vision, en el esquema cinético de los canales modificados por BTX
las constantes cinéticas que abandonan el estado ablerto son 55 veces més répidas que en el
canal modificado. Entonces, en el modelo Il bastara con multiplicar por 55 las constantes ko k

13Y
K, para desplazar la curva de activacion en 50 mV y para que a V=Vo los tiempos promedios de

permanencia en los estados abierto y cerrados sean comprables con los de los canales no
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modificados.

Usando el modelo Il y a partir de los valores promedios de las constantes cinéticas y sus
valenclas efectivas, (Tabla 3.5), se calculd los tiempos promedios de permanencia en el estado
ablerto y cerrado del canal (cuando V=Vo) obteniendo valores de 6,4 ms para ambos tiempos
promedios. Suponiendo que el estado ablerto con 4 KT de energia libre adicional (k,,, k, ¥ k., son
55 veces més rapidas que las que se muestran en la tabla 3.5), el desplazamiento calculado para la
curva de activacién es de +48 mV, ademas en este nuevo valor de Vo, el tlempo promedio de
permanencia en los estados abierto y cerrado son de 0,13 ms, este valor concuerda razonablemete
con el valor esperado a temperatura ambiente para en los canales no modificados por BTX (0,3
ms). Por lo tanto, la hipdtesis del efecto estabilizador de la BTX sobre la conformacién ablerta del
canal es razonable, pues predice el desplazamiento en el gje del voltaje de 1a curva de activacidny
la lentitud de la cinética de los canales modificados por BTX en comparacién con la de los canales

no modificados.

4.4.2. Efecto de la BTX sobre la conducclén y el modelo de la puerta entreablerta.

La localizacion de la BTX en &l vestibulo hidrofobico es muy probable, ya qus, la unién de
BTX es Iinhibida por los anestésicos locales (Creveling y cols,, 1983), pero a difsrencia de estos, la
toxina no bloquea completamente el sistema de conduccion ('foot in the door', aqui le lamaremos
‘la puerta entreabierta’). Esta explicacion fue propuesta por Khodorov (1985) y explica la reduceidn
de la conductancia, sin embargo, los cambios de selectividad inducidos por BTX son dificiles de
explicar en téminos de una obstruccién parcial del vestibulo hidrofébico, La BTX parece actuar
directamente sobre el sistema de conduccién.

En la hipdtesis alternativa de que la BTX se une a la carga negativa que se expone al
Interior cuando el canal se abre (Tanguy y Yeh, 1988), los cambios que promusve la BTX sobre el

sistema de conduccidn sugieren que esta carga negativa paricipa en el mecanismo de

conduccion.
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